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La malaria continúa siendo uno de los problemas de salud pública de mayor relevancia a 
nivel mundial. En la actualidad más del 40% de la población mundial que habita en las 
regiones tropicales y subtropicales son endémicas de esta enfermedad. Pese a las 
estrategias propuestas por entidades como la OMS y OPS, en el último año se registraron 
216 millones de casos clínicos de malaria y cerca de 655.000 decesos por esta causa, 
mayoritariamente mujeres embarazadas y niños menores de cinco años de edad. Este 
problema se ha visto ostensiblemente agravado por múltiples circunstancias, entre estas 
los fuertes cambios climáticos de los últimos años que han permitido la colonización de 
nuevos territorios anteriormente carentes de malaria, la resistencia por parte del 
Plasmodium (agente causal de la enfermedad) a los diferentes esquemas de antibióticos 
empleados para su control y así mismo la resistencia de la hembra del mosquito 
Anopheles (vector de transmisión de la enfermedad) a los insecticidas más usados.  Por 
lo anterior la búsqueda de nuevas estrategias tanto terapéuticas como inmunoprofilácticas 
sigue siendo una prioridad global. 
En la actualidad alrededor de 150 diferentes prototipos de vacuna contra la malaria se 
encuentran en diferentes fases de investigación sin resultados alentadores respecto a la 
prevención de la enfermedad. Sin embargo un esfuerzo importante realizado en los años 
ochenta, liderado por el Profesor Manuel Elkin Patarroyo y su equipo condujo a la 
obtención de la primera vacuna sintética contra esta enfermedad denominada SPf66, 
cuya eficacia protectora contra la enfermedad fue en promedio entre 30 a 50% en los 
diferentes estudios clínicos realizados en diferentes lugares del mundo. Desde entonces, 
este equipo de investigación ha venido ahondando en el estudio de los complejos 
mecanismos de infección empleados por el Plasmodium falciparum (especie de malaria 
letal al humano) para el desarrollo de una nueva generación de vacuna sintética 
multiestadío, multiantigénica y definida fisicoquímicamente como unidades 
macromoleculares. 
Como parte importante de este engranaje, hemos planteado en este trabajo la obtención 
de constructos macromoleculares sintéticos totalmente definidos. Para ello nos basamos 
en el diseño racional de inmunógenos modificados estratégicamente, provenientes de 
regiones no polimórficas de antígenos relevantes del Plasmodium que evidencien motivos 
o sitios clave para su unión a las células blanco del patógeno en estadios sanguíneos, en 
este caso al glóbulo rojo. Este tipo de modificaciones a nivel de estructura primaria de los 
antígenos nativos incluye la detección de posibles marcos de lectura por parte del HLA. 
Teniendo en cuenta lo anterior, seleccionamos un antígeno expresado en los organelos 
apicales de los estadios merozoito y esquizonte maduro del parasito denominado Apical 
VII 
 
Sushi Protein (PfASP), denominado así por poseer dominios tipo Sushi caracterizados por 
contener puentes disulfuro semejantes a los encontrados en moléculas de la cascada del 
complemento del sistema inmunológico humano. Una vez determinados cuatro péptidos 
con alta capacidad de unión a glóbulos rojos (denominados HABPs por High Activity 
Binding Peptides) codificados como 34259, 34270, 34273 y 34290 ubicados en diferentes 
lugares dentro de la estructura de 731 aminoácidos de PfASP, estos se sintetizaron como 
polímeros no controlados vía Cisteínas y se sometieron a evaluación de diferentes 
propiedades biológicas, entre ellas su capacidad citotóxica, hemolítica, antigénica y 
además fueron evaluados funcionalmente por su capacidad de evidenciar control de la 
infección por malaria en un modelo animal experimental de roedores previamente 
vacunados con estos polímeros y sus análogos modificados estratégicamente, esto 
teniendo en cuenta la alta semejanza estructural entre la proteína humana PfASP y 
secuencias ortólogas en Plasmodium berghei y Plasmodium yoelii. 
Con las secuencias de PfASP que evidenciaron perfiles de actividad funcional más 
relevantes, se decidió diseñar y elaborar constructos macromoleculares definidos 
tetraméricamente empleando varias estrategias para su posterior análisis, entre estas la 
síntesis de polímeros no controlados vía Cisteínas, constructos lineales obtenidos por 
condensación de bloque, dobles dímeros convencionales o asimétricos y finalmente 
dobles dímeros simétricos en los cuales se funcionalizaron residuos de lisina en el núcleo 
de propagación de este nuevo tipo de dendrímeros con el propósito de equiparar tanto las 
distancias como la reactividad de las funciones amino primaria respecto al carbono alpha. 
A algunos de los constructos se incorporaron secuencias blanco sustrato de Catepsinas 
(enzimas presentes a nivel lisosomal en las células profesionales fagocíticas APC) con el 
propósito de tratar de guiar la presentación antigénica de estos análogos sintéticos. Estos 
compuestos se obtuvieron con rendimientos diferenciales en cantidades suficientes para 
los ensayos de actividad funcional. Con esta batería de análogos sintéticos se realizaron 
nuevamente estudios de actividad citotóxica, hemolítica, antigénica e inmunogénica en 
ensayos de protección en grupos de animales experimentales, ratones BALB/c.  
Se encontró que algunos de estos constructos, como son los Dobles Dímeros Simétricos 
y Constructos Lineales por Condensación que contenían las secuencias blanco de 
Catepsinas y otros espaciadores como ácido aminohexanóico, evidenciaron controlar de 
manera eficiente los niveles de infección en los animales desafiados con las dos cepas de 
malaria murina. Los linfocitos B presentes en el bazo de aquellos animales que 
evidenciaron controlar la infección por malaria se sometieron a análisis del perfil de 
citoquinas secretadas y se encontró que en algunos casos la respuesta fue coherente con 
perfiles definidos Th2, otros Th1 preferencialmente y algunos una relación equiparable 
Th1-Th2, indicando la capacidad inmuno-estimuladora de este tipo de compuestos 
definidos fisicoquímicamente y evidenciando su papel en el campo de nuevas vacunas 
contra la malaria diseñadas racionalmente. 





Malaria is still one of the most important public health problems worldwide. Currently, over 
40% of the world population living in tropical and subtropical regions is endemic for this 
disease. In spite of all strategies proposed by organizations such as WHO —World Health 
Organization— and PAHO —Panamerican Health Organization—, for the last year 216 
million clinical cases of malaria were registered and nearly 655,000 deaths due to this 
cause, mainly pregnant women and children under five years of edge. This problem has 
been visibly worsened by multiple circumstances among them, the strong climate changes 
over recent years, which have allowed the colonization of new territories where malaria 
was not present before, resistant evolved mechanisms by Plasmodium species —the 
causative agent of this disease— to antibiotics and that of the female Anopheles mosquito 
(the malaria transmission vector) to insecticides such as DDT. Therefore, the search for 
new therapeutic and immunoprophylactic strategies for this deathly disease remains a 
global priority. 
Currently, about 150 different prototypes of malaria vaccines are at different stages of 
research without promising results regarding the prevention of the disease. However, a 
significant effort in the eighties, headed by Professor Manuel Elkin Patarroyo and his team, 
led the development of the first synthetic vaccine called SPf66 against this disease, whose 
protective efficacy was averaged between 30-50% in different clinical trials conducted in 
different parts of the world. Since then, this research team has been delving into the study 
of the complex infection mechanisms used by Plasmodium falciparum —lethal species for 
human beings— as the basis for developing a new generation of a multistage and 
multiantigenic and completely physicochemically defined vaccine presented as a 
macromolecular unit. 
As an important part of this gear, we have proposed obtaining of fully defined synthetic 
macromolecular constructs. In order to do this, we rely on the rational design of 
strategically modified immunogens. Such immunogens belong to non-polymorphic regions 
of the Plasmodium’s blood states relevant antigens characterized by harbouring high 
binding motifs to the pathogen’s target cells. Such site-directed mutations at the native 
antigens primary structure level have considered potential HLA reading frames. 
Taking the above considerations into account, we have selected a specific antigen 
expressed on the apical organelles of the merozoite as well as in mature schizont stages 
of the parasite known as Apical Sushi Protein (PfASP), because of their Sushi domains 
which are characterized by disulfide bridges similar to those found in the complement 
cascade molecules of the human immunological system. Having identified four High 
Activity Binding Peptides (HABPs), they were coded as 34259, 34270, 34273 and 34290 
respectively and all of them are located at different places in the 731 aminoacids of the 
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PfASP.  These were synthesized as uncontrolled polymers via cysteine reactivity and were 
subjected to the evaluation of different biological properties, including their cytotoxic, 
hemolytic and antigenic activity. Besides, they were functionally evaluated to determine if 
they were able to control the malaria infection in an experimental animal model, in which 
mice were previously immunized with these polymers and their strategically modified 
analogues, considering the high structural similarity between the human PfASP and its 
orthologous sequences in the Plasmodium berghei and Plasmodium yoelii. 
Upon detection of those PfASP sequences that showed profiles with most relevant 
functional activity, it was decided to design and develop tetramerically defined 
macromolecular constructs by using several strategies for further analysis, among these 
uncontrolled polymer synthesis via cysteine reactivity, linear constructs obtained by blocks 
condensation, conventional or asymmetric double dimers and finally symmetrical double 
dimers in which lysine residues were functionalized at the spreading nucleus of this new 
type of dendrimers, in order to equalize both distances and reactivity of these two primary 
amino functions in relation to the alpha carbon. Cathepsins substrate target sequences —
enzymes present at a lysosomal level in the antigen-presenting cells— were incorporated 
onto some constructs primary structure in order to guide the antigen presentation of these 
synthetic analogues by APC— antigen presenting cells. These compounds were obtained 
in differential overall yields in sufficient amounts to conduct the functional activity trials. 
With this set of synthetic analogues, cytotoxic, hemolytic, antigenic and immunologic 
activity studies were conducted in protection trials in experimental animal groups of 
BALB/c mice. 
Some of these constructs, such as Symmetric Double Dimers and Linear Condensed 
Constructs which contained the target sequences of Cathepsins and other spacers such 
as aminohexanoic acid, were found to control efficiently the infection levels in animals 
exposed to the two strains of rodent malaria. B cells present in the spleen cells of those 
animals which were able to control the malaria infection were subjected to an analysis of 
secreted cytokines. The results show that, in some cases, the response was consistent 
with Th2 profiles, other Th1 preferentially and others having an equivalent Th1-Th2 ratio 
which indicates the immuno-stimulatory capacity of this novel type of physicochemically 
defined compounds revealing thus their role in rationally designed new malaria vaccines. 
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ANEXO 1  Cromatogramas y espectros de masas péptidos de PfASP 






Lista de figuras 
Pág. 
Figura 1-1  Ciclo de vida del Plasmodium falciparum.       6 
Figura 1-2  Morfología y antígenos de merozoito de P. falcipaum.     7 
Figura 1-3  Estructura del gen de PfASP.         8 
Figura 1-4  Filogenia de PfASP        15 
Figura 1-5  Gen de PfASP.         16 
Figura 1-6  Alineamiento multiple de secuencias de ASP.     19 
Figura 1-7 Alineamiento de secuencias del dominio sushi de ASP en cepas de 
Plasmodium.           20 
Figura 1-8  Caracterización epitopes lineales de PfASP.     21 
Figura 1-9 SDS-PAGE de las inmunoglobulinas purificadas por cromatografía de 
intercambio aniónico.          22 
Figura 1-10Inmunoblot.         23 
Figura 1-11Inmunoflurescencia indirecta (IFI).      24 
 
Figura 2-1  Perfiles de ensayos de unión de péptidos a glóbulos rojos.   29 
Figura 2-2  Perfiles cromatográficos y de espectrometría de masas   35 
Figura 2-3  Perfiles de unión de péptidos de PfASP a glóbulos rojos   37 
Figura 2-4  Perfil de unión a glóbulos rojos de los péptidos sintéticos de la proteína 
PfASP.           38 
Figura 2-5  Alineamientos de múltiples secuencias para los HABPs de PfASP  40 
Figura 2-6  Dicroísmo circular de los HABPs de PfASP     41 
Figura 2-7  Inhibición de la invasión        42 
 
Figura 3-1  Vías de presentación antigénica.      46 
Figura 3-2  Molécula de MCH-II.        47 
Figura 3-3  Secuencias del tamizaje con análogos de glicina de los HABPs 34359, 34270, 
34273 y 34290.          54 
Figura 3-4 Cromatogramas y espectros de masas de análogos de glicina de los HABPs 
34259, 34270, 34273 y 34290.        56 
Figura3-5  Elementos de estructura secundaria en análogos de glicina de los HABPs 
342259, 34270, 34273 y 34290.        57 
XVI 
 
Figura 3-6  Ensayos de competición de los HABPs PfASP.    60 
Figura 3-7  Perfiles sintéticos polímeros modificados de PfASP.    63 
Figura 3-8  Cromatogramas y espectros de masas polímeros modificados análogos de 
PfASP            66 
 
Figura 4-1  Polimerización polipéptidica vía cisteínas.     69 
Figura 4-2  Sistema de presentación de múltiples copias de péptidos (Multiple Antigen 
Peptides - MAPs).          70 
Figura 4-3 Construcción de MAPs.                   71 
Figura 4-4  Constructos de Dobles Dímeros – DDCs.     72 
Figura 4-5  Esquema de inmunización del modelo animal murino.   73 
Figura 4-6  Esquema completo de vacunación y evaluación funcional de los HABPs 
derivados de PfASP.          73 
Figura 4-7  Antigenicidad y actividad funcional inmunogénica de polímeros modificados 
HABP 34259.           83 
Figura 4-8  Antigenicidad y actividad inmunogénica del polímero modificado HABP 34270.
            85 
Figura 4-9  Antigenicidad y actividad inmunogénica de polímeros modificados HABP 
34273.            86 
Figura 4-10  Antigenicidad y actividad inmunogénica de los polímeros modificados HABP 
34290.            88 
Figura 4-11  Antigenicidad y actividad inmunogénica de los controles del estudio. 89 
Figura 4-12  Actividad citotóxica secuencias seleccionadas de análogos de HABPs de 
PfASP.           91 
Figura 4-13  Actividad hemolítica secuencias seleccionadas de análogos de HABPs de 
PfASP.           91 
Figura 4-14  Diseño de núcleos simétricos de lisina.     92 
Figura 4-15  Perfil sintético SDDCs análogos al HABP 34259.    94 
Figura 4-16  Caracterización dímeros análogos al HABP 34259.    95 
Figura 4-17  Perfil sintético SDDCs análogos HABP 34270.    96 
Figura 4-18  Caracterización dobles dímeros y SDDCs análogos al HABP 34270. 96 
Figura 4-19  Perfil sintético SDDCs análogos HABP 34273.    97 
Figura 4-20  Caracterización dobles dímeros y SDDCs análogos al HABP 34273. 97 
XVII 
 
Figura 4-21  Perfil sintético SDDCs análogos HABP 34290.    98 
Figura 4-22  Caracterización dobles dímeros y SDDCs análogos al HABP 34290. 99 
Figura 4-23  Diseño sintético de constructos lineales por condensación – LCCs.          100 
Figura 4-24  Perfil sintético fragmentos lineales y doble dímero, análogos al HABP 34270.
                      102 
Figura 4-25  Caracterización fragmentos lineales y polímero 39052 análogos HABP 
34270.                      103 
Figura 4-26  Caracterización fragmentos lineales y LCC 39104 análogos HABP 34270. 
                      104 
Figura 4-27  Perfil sintético fragmentos lineales y doble dímero análogos al HABP 34273.
                      105 
Figura 4-28  Caracterización fragmentos lineales y LCC 39104 análogos HABP 34273. 
                      106 
Figura 4-29  Caracterización fragmentos lineales y LCC 39105 análogos HABP 34273. 
                      107 
Figura 4-30  Caracterización Constructos Dobles Dimeros Asimétricos – ADDCs. 
                      108 
Figura 4-31.  Curva de calibración análisis por SEC (Size Exclusion Chromatography). 
                      108 
Figura 4-32  Espectros de dicroísmo circular constructos sintéticos.             110 
 
Figura 5-1  Presentación antigénica.                 115 
Figura 5-2  Esquema de inmunización del modelo animal murino.             120 
Figura 5-3  Esquema completo de vacunación y evaluación funcional de los constructos 
análogos a los HABPs derivados de PfASP.                121 
Figura 5-4  Perfil de citoquinas asociado con la activación de respuesta inmune Th1 y 
Th2.                      123 
Figura 5-5  Actividad citotóxicas de cada uno de los constructos análogos a HABPs de 
PfASP.                     126 
Figura 5-6  Actividad hemolítica de los constructos análogos a HABPs de PfASP.        126 
Figura 5-7  Perfil de antigenicidad de constructos análogos al HABP 34270 modificado.
                      128 
XVIII 
 
Figura 5-8  Perfil de antigenicidad de constructos análogos al HABP 34273 modificado.
                      129 
Figura 5-9  Perfiles de parasitemia grupos inoculados con constructos análogos 
modificados al HABP 34270.                   130 
Figura 5-10  Control neto de parasitemia grupos inoculados con constructos análogos 
modificados al HABP 34270.                   131 
Figura 5-11  Perfiles de infección grupos inoculados con constructos análogos 
modificados al HABP 34273.                   132 
Figura 5-12  Control neto de parasitemia grupos inoculados con constructos análogos 
modificados al HABP 34273.                  133 
Figura 5-13  Inmunofluorescencia indirecta (IFI).               136 















Lista de tablas 
 
Pág. 
Tabla 1-1  Resultados ELISA e Inmunofluorescencia Indirecta.    24 
 
Tabla 2-1  Péptidos sintéticos de la proteína PfASP.     36 
Tabla 2-2  Desconvolución HABPs de PfASP.      42 
 
Tabla 3-1  Desconvolución HABP 34259 y sus análogos de glicina.   58 
Tabla 3-2  Desconvolución HABP 34270 y sus análogos de glicina.   58 
Tabla 3-3  Desconvolución HABP 34273 y sus análogos de glicina.   59 
Tabla 3-4  Desconvolución HABP 34290 y sus análogos de glicina.   59 
Tabla 3-5  Secuencias análogas a los HABPs de PfASP.     61 
 
Tabla 4-1  Polímeros modificados análogos al HABP 34259.    82 
Tabla 4-2  Polímeros modificados análogos al HABP 34270.    84 
Tabla 4-3  Polímeros modificados análogos al HABP 34273.    85 
Tabla 4-4  Polímerosmodificados análogos al HABP 34290.    87 
Tabla 4-5  Secuencias seleccionadas para diseño y síntesis de constructos.  90 
Tabla 4-6  Diseño de constructos de dobles dímeros simétricos.    93 
Tabla 4-7  Secuencias de fragmentos lineales y constructos de dobles dímeros.          101 
Tabla 4-8  Análisis por cromatografía de exclusión por tamaño constructos análogos al 
HABP 34270.                    109 
Tabla 4-9  Análisis por cromatografía de exclusión por tamaño constructos análogos al 
HABP 34273.                   109 
Tabla 4-10  Desconvolución análogos HABP 34270.             111 
Tabla 4-11  Desconvolución análogos HABP 34273.             111 
 
Tabla 5-1  Secuencias de los constructos sintéticos análogos a cada uno de los HABPs 
de PfASP.                  125 
Tabla 5-2Diseño experimental de actividad funcional.  Distribución de los grupos de 
estudio.                  127 








ACTH Hormona Adrenocorticotropa 
ADDCs Asymmetric Double Dimer Constructs 
Ahx Aminohexanóico 
AMA1 Apical MembraneAntigen 1 
ASP Apical Sushi Protein 
DC Dicroismo Circular  
DCC N,N’-diciclohelxilcarbodiimida 
DCM Diclorometano  
DD Doble dímero 
DDCs Double Dimer Constructs 





DPDS 2,2’-dipiridil disulfuro 
EDT Etanoditiol 
ELISA EnzymeLinked Immunosorbent Assay 

































GF Grupo funcional 
GR Glóbulo rojo 
GRP Glóbulos rojos parasitados 
HABPs High activitybindingpeptides 
HF Ácido Fluorhídrico 
HLA Human leukocyteantigen 
IFI Inmunofluorescencia Indirecta 
IPA Isopropanol  
KCN Cianuro de potasio 
LC Constructo lineal  
LCCs Linear Condensed Constructs  
MALDI-tof Matrix Assisted Laser Desorption of Ions Time of Flight 





NaHCO3 Bicarbonato de sodio  
NaOH Hidróxido de sodio 
NMP 1-metil-2-pirrolidona 
O2 Oxígeno 
OMS Organización Mundial de la Salud 
PBS Buffer fosfato salino  
Reactivo Elman Ácido ditionitrobenzoico 
Reactivo Ninhidrina 2,2-Dihidroxiindano-1,3-diona 
Rink-Amida-ChemMatrix 
Ácido 4-[(2,4-Dimetoxifenil)(amino)metil] fenoxiacetico, 
polímerounido a la resina ChemMatrix® 
RON Rhoptry Neck Protein 
RP-HPLC Reversed phase High performance liquid chromatography 
XXII 
 
DDCs Symmetric Double Dimmer Constructs 
SDS-PAGE Sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel electrophoresis 
SEC Size exclusionehromatography 



























TFA Ácido trifluoroacético 
TFE 2,2,2-Trifluoroetanol  
TJ Tight junction 
TIS Triisopropil silano 
Triton X100 Polioxietilenoctilfenileter 







La malaria o paludismo continúa siendo una de las enfermedades infecciosas más 
prevalentes y causante de altos índices de morbilidad y mortalidad a nivel mundial.  
Cinco especies de Plasmodium (protozoario intracelular obligado del phylum 
Apicomplexa) infectan al humano, siendo Plasmodium falciparum la especie 
responsable de los altos índices de mortalidad y de las manifestaciones clínicas más 
severas, exhibiendo una amplia distribución en las zonas tropicales y subtropicales del 
mundo pero principalmente en el África Subsahariana.  Según las estadísticas de la 
Organización Mundial de la Salud (OMS) para el año 2010 se registraron alrededor de 
216 millones de casos clínicos de malaria y cerca de 655.000 muertes siendo el 95% 
de las victimas niños menores de 5 años; el 91% de las muertes ocurrieron en el 
África.  Estas cifras se han incrementado en los últimos años luego de la aparición de 
variantes antigénicas del parásito con resistencia a fármacos y medicamentos 
empleados como antimaláricos tales como la cloroquina y la sulfadoxina-pirimetamina, 
así como también por la resistencia del mosquito vector (hembra del Anopheles) a los 
insecticidas como el DDT (Dicloro Difenil Tricloroetano). 
 
Estudios relacionados con el transcriptoma y proteoma de P. falciparum, han permitido 
el entendimiento de la inmuno-biología del parásito y el conocimiento de los posibles 
mecanismos de invasión a sus células blanco.  Con base en estos estudios, la 
Fundación Instituto de Inmunología de Colombia – FIDIC, ha venido desarrollando 
durante las últimas tres décadas, una metodología mediante la cual ha sido posible 
identificar péptidos antigénicos o regiones de unión específica de proteínas de 
regiones conservadas del parasito que puedan llegar a ser clave para la generación de 
candidatos a una vacuna conformada por múltiples componentes peptídicos contra 
esta letal enfermedad.  A partir de modificaciones puntuales (mutaciones dirigidas) en 
estas secuencias de unión, se ha logrado incrementar la capacidad protectora de 
estos péptidos en estudios in vivo en el modelo animal del mono Aotus, convirtiéndolos 
en inmunógenos más potentes para la malaria.  Posteriormente, estos inmunógenos 




normalmente se adicionan dos residuos de Cisteína, uno en el extremo amino y otro 
en el extremo carboxilo de la secuencia blanco con el objeto de permitir la 
polimerización de la misma por componentes enlazados por enlaces disulfuro.  Esta 
sin duda ha sido una metodología adecuada para presentar al sistema inmune del 
individuo inmunizado sistemas macromoleculares, pero a pesar de su versatilidad 
presenta dificultades dependientes del control de algunas variables durante el proceso 
de polimerización como son la magnitud o tamaño del polímero obtenido así como la 
aleatoriedad en orientación de los monómeros que lo componen 
 
Teniendo en cuenta que a la fecha el trabajo experimental realizado en la FIDIC a lo 
largo de dos décadas ha permitido la identificación de secuencias derivadas de 
proteínas de los estadios merozoito y esporozoito del parasito, las cuales constituyen 
excelentes potenciales candidatos a una vacuna contra la malaria y además tomando 
la experiencia adquirida en el desarrollo de la primera vacuna sintética contra la 
malaria (SPf-66) llevada a cabo en los años ochenta; en este trabajo se propusieron y 
desarrollaron estrategias sintéticas conducentes a la obtención de constructos de alto 
peso molecular definidos fisicoquímicamente que mantuviesen o mejoraran la 
capacidad antigénica e inmunogénica en comparación con su contraparte en 
moléculas de multicopias obtenidas por otros métodos como la mencionada 
polimerización no controlada vía cisteínas y por la obtención de constructos de dobles 
dímeros convencionales o asimétricos ADDCs (Asymmetric Double Dimmer 
Constructs) para polimerizar monómeros antigénicos de 20 residuos derivados de 
antígenos de malaria. 
 
A partir de secuencias discretas monoméricas identificadas en la estructura primaria 
de 731 residuos de la proteína ASP (Apical Sushi Protein), un posible nuevo blanco 
expresado en organelos apicales del estadio merozoito del parasito y teniendo en 
cuenta que estos péptidos monoméricos identificados presentaron alta capacidad de 
unión a glóbulos rojos (la célula objetivo de este estadio del patógeno), se identificaron 
los residuos críticos para la unión entre este ligando del patógeno con su célula 
hospedera.  Con el propósito de mejorar o incrementar las propiedades antigénicas e 
inmunogénicas de estas secuencias monoméricas, se sintetizaron análogos de estas, 
en los cuales se sustituyeron o reemplazaron aminoácidos selectos de la secuencia 
teniendo en cuenta la aproximación propuesta por Patarroyo y colaboradores en el 
2010 con el objeto de hacer que estas secuencias adquirieran perfiles 




sintéticas diferentes para la obtención de sistemas de presentación de antígenos en 
forma de multicopias a partir de la secuencia monomérica identificada en PfASP. 
 
Las estrategias empleadas fueron las siguientes: a- obtención de polímeros clásicos 
no controlados por medio de formación de puentes disulfuro a partir de residuos de 
cisteína acoplados en los extremos N y C terminales de la secuencia como se 
mencionó anteriormente; b- una segunda estrategia se basó en la síntesis de 
constructos de dobles dímeros convencionales asimétricos ADDCs. c- Una variante 
dimérica de los ADCCs introducida en este trabajo a la que denominamos Constructos 
de Dobles Dímeros Simétricos SDDCs, que consistió en acoplar en el extremo α-
amino de los residuos de Lisina (del core o núcleo formador) un residuo de -alanina 
con el fin de equiparar la distancia entre el extremo α-amino al carbono α y el extremo 
ξ-amino al mismo carbono α y de esta manera buscar que la reactividad de estos dos 
grupos amino no se viera influenciada de forma significativa por la diferencia en 
distancia que hay entre estas dos funciones amino en referencia al carbono α.  Al 
finalizar la síntesis de la secuencia en estudio, el doble dímero fue obtenido por 
oxidación del dímero sintetizado a lo cual se denominó doble dímero simétrico. d- Un 
cuarto tipo de constructo diseñado y sintetizado en este trabajo, al que hemos 
denominado Constructos Lineales por Condensación (Linear Condensed Constructs-
LCCs); estrategia que se basó en la síntesis de fragmentos lineales que contenían 
cada uno dos copias de la secuencia de interés y a los cuales se introdujeron residuos 
de Cisteína para uno de los fragmentos lineales en el extremo carboxilo y al otro en el 
extremo amino.  Al finalizar la síntesis y desanclaje del soporte sólido de cada uno de 
los fragmentos, se realizó una modificación química sobre el grupo tiol o sulfhidrilo de 
la Cisteína del extremo carboxilo de uno de los fragmentos lineales lo cual permitió 
unirlo al otro fragmento lineal por una reacción de condensación que se da 
específicamente entre el grupo tiol modificado y el tiol de la Cisteína contenida en el 
extremo amino del segundo fragmento lineal.  De esta manera fue posible obtener un 
constructo de tipo tetramérico lineal que conservó la direccionalidad de la molécula de 
amino a carboxilo de cada una de las copias del antígeno de interés.  Estos 
constructos se diseñaron de tal manera que contuvieran secuencias blanco de 
hidrolisis por Catepsinas (enzimas proteolíticas presentes en los compartimientos 
lisosomales de las células presentadoras de antígeno APC) las cuales se emplearon 
como posibles sustratos que tuviesen impacto durante el procesamiento y 
presentación del antígeno a otras células del sistema inmune del modelo animal 





Cada uno de los constructos obtenidos por las diferentes estrategias se identificó y 
caracterizó por métodos fisicoquímicos basados en espectrofotometría de masas, 
cromatografía liquida de alta eficiencia RP-HPLC y dicroísmo circular.  Posteriormente 
los constructo sintéticos fueron sometidos a ensayos de seguridad in vitro para 
conocer sus propiedades hemolíticas y citotóxicas, así como su antigenicidad e 
inmunogenicidad al ser inoculados previa formulación en sistemas adyuvantes de uso 
veterinario en ratones hembra de la cepa BALB/c.  Finalmente se realizaron ensayos 
de su posible efecto inmunológico por su posible capacidad neutralizadora de la 
infección por malaria in vivo, para ello se empleó el modelo animal murino de ratones 
BALB/c; según esto, varios grupos experimentales se inocularon con los diferentes 
constructos empleando esquemas de inmunización previamente estandarizados y 
finalizado el esquema se procedió a realizar un desafío experimental por 
administración de dosis letales de Plasmodium berghei-ANKA y Plasmodium yoelii-
17XL.  Algunos grupos de animales previamente inmunizados con los constructos 
sintéticos, controlaron eficientemente los niveles de parasitemia luego del desafío 
experimental respecto a los grupos control y placebo del estudio.  Mediante ensayos 
de Citometria de Flujo se evidencio el origen de posibles mecanismos de protección 
contra la malaria en estos ratones por detección de la expresión diferencial de 
citoquinas asociadas con polarización Th1 y Th2. 
 
En su conjunto los resultados obtenidos en este estudio demuestran la versatilidad de 
algunos de los métodos sintéticos estandarizados para obtener macromoléculas 
químicamente definidas, como posibles sistemas o plataformas de tetrámeros 
sintéticos diseñados racionalmente, con potencial aplicación a la obtención de nuevos 
sistemas de múltiples componentes de candidatos a nuevas generaciones de vacunas 
contra la malaria.  La exploración de diferentes niveles y aplicaciones de este 
conocimiento generado a otros tipos de patologías y otras aplicaciones clínicas 






1.  Análisis bioinformático de la proteína Apical 
Sushi Protein (PfASP) de Plasmodium falciparum 
y diseño de epítopes B para la obtención de 
anticuerpos policlonales en conejos 
 
1.1  Marco teórico 
 
La malaria continúa siendo un problema de salud pública a nivel mundial; el cual 
afecta de forma severa la salud y el bienestar económico de las comunidades más 
pobres.  La malaria en los humanos es causada por cinco especies del parasito del 
genero Plasmodium: P. falciparum, P. vivax, P. knowlesi, P. ovale y P. malariae, P. 
malariae y P. ovale son causantes de morbilidad y las infecciones no tratadas pueden 
persistir como parasitemias de grado bajo por varias décadas, P. ovale puede ser 
encontrado en infecciones mixtas con otras especies.  La OMS (WHO) estimó en su 
reporte anual para el año 2010 que se presentaron cerca de 216 millones de episodios 
clínicos y alrededor de 655.000 muertes causadas principalmente por Plasmodium 
falciparum, siendo las principales víctimas niños menores de 5 años y habitantes de 
las zonas tropicales del mundo en especial en las regiones de África Subsahariana [1-
3].  La infección por P. vivax es la mayor causa de morbilidad prevalente en regiones 
de Asia Central y 17 países del continente americano, con cerca de 75 millones de 
episodios agudos por año, pero ocasionalmente es fatal [4].  En Colombia la malaria 
es un problema de salud pública muy extendido sobre regiones tropicales como la 
Costa Pacífica, Urabá, Río Cauca Bajo, Orinoquía y Amazonía.  Aunque la mortalidad 
por malaria ha disminuido en forma significativa en los últimos decenios, la morbilidad 
reveló un aumento durante los últimos cuarenta años atribuidos principalmente a 
infecciones por P. vivax e infecciones mixtas con P. falciparum [5]. 
 
Se ha estimado que la carga económica y social causada por la malaria es alta, se 
calcula que en el África Subsahariana se ocasionan pérdidas anuales alrededor de 
US$12.000 millones debidas a esta enfermedad.  Esta cifra se ha incrementado en los 
últimos años, a pesar de las diferentes estrategias utilizadas para erradicar la malaria; 
como son el uso de mosquiteros, fármacos y medicamentos antimaláricos de origen 
sintético o derivados de productos naturales y por otra parte la carencia de vacunas 
eficaces [6-10].  Igualmente, están siendo evaluadas cerca de 150 diferentes 
candidatos a vacuna contra la malaria, utilizando para ello diferentes aproximaciones; 
sin embargo, los resultados reportados no son mejores a los logrados hace cerca de 
20 años con la primera vacuna sintética contra esta enfermedad denominada SPf-66 
[11-15]. 
El conocimiento del genoma, transcriptoma y proteoma del P. falciparum, ha permitido 
el entendimiento de la inmunobiología de este parásito y de los posibles mecanismos 




ciclo de vida complejo (Figura 1-1), por lo tanto seleccionar antígenos que puedan ser 
utilizados para el desarrollo de una vacuna antimalárica no es una tarea fácil. 
 
El ciclo eritrocítico de P. falciparum es un proceso complejo y coordinado en el que se 
involucran diferentes proteínas y complejos multiprotéicos, localizadas tanto en 
membrana como en organelos secretorios especializados, conocidos como Roptrias, 













Figura 1-1  Ciclo de vida del Plasmodium falciparum.  Cuando la mosquito infectada se 
alimenta, inocula los esporozoitos (1) que pasan del torrente sanguíneo al hígado e invaden los 
hepatocitos (2) donde ocurre la replicación asexual o esquizogonia exo-eritrocítica (3-4), los merozoitos 
producidos (5) invaden eritrocitos en el torrente sanguíneo (6), maduran (7-8) de trofozoito temprano 
(“anillo”) a esquizonte y esquizonte segmentado.  Los merozoitos se liberan y algunos parásitos se 
diferencian a formas sexuales (micro y macrogametocitos) (9), que al ser ingeridos por la mosquito (10) se 
induce la gametogénesis y tras varios ciclos de replicación asexual para producir esporozoitos que migran 
a las glándulas salivales del mosquito (11), de donde son inoculados al hospedero humano, completando 
así el ciclo de vida. (La imagen fue adaptada de http://www.scribd.com/doc/40510/plasmodium-5, junio 
2010). 
 
En la Fundación Instituto de Inmunología de Colombia-FIDIC, se ha establecido una 
metodología mediante la cual a partir de antígenos derivados de proteínas del parásito 
se pueden identificar las regiones o péptidos de unión específica a las diferentes 
células blanco bien sea células hepáticas o glóbulos rojos y más específicamente se 
determinan cuáles son los residuos dentro de la secuencia peptídica involucrados 
directamente en la interacción ligando del parasito-receptor celular en el hospedero.  
Posteriormente la modificación sistemática de los residuos críticos determinados, 
permite el diseño de nuevos péptidos análogos que tengan la capacidad de inducir una 
respuesta inmune protectora contra malaria causada experimentalmente por 
Plasmodium falciparum [19].  Esta metodología ha permitido la identificación de un 
gran número de posibles componentes candidatos a una vacuna de subunidades 
contra la malaria, a partir de un número equivalente de proteínas antigénicas, 
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aproximadamente 50 antígenos expresados en el estadio merozoito que se ha 
demostrado están involucradas en el proceso de invasión al glóbulo rojo (Figura 1-2), 
hallazgos ampliamente documentados en los trabajos publicados por la FIDIC y 
referenciados en [20].  La utilización de péptidos sintéticos en la búsqueda de 
candidatos a vacunas presenta varias ventajas desde el punto de vista físico-químico 
como son: ser moléculas definidas químicamente, su síntesis es relativamente 
económica, pueden ser modificadas para producir análogos que permitan la 
identificación de los aminoácidos involucrados directamente en la unión, formularse 
libres de contaminantes que puedan interferir con su función biológica o inducir una 
respuesta inmune no deseada y adicionalmente no generan ningún tipo de reacción 
adversa.  Estas ventajas han permitido escoger péptidos sintéticos, como una 
herramienta fundamental para entender la interacción molecular entre las proteínas del 




















Figura 1-2  Morfología y antígenos de merozoito de P. falciparum.  Proteínas del 
merozoito que han sido relacionadas con el proceso de invasión y que están localizadas sobre 
Membrana, Micronemas, Roptrias y Gránulos Densos. Figura tomada y adaptada de [20]. 
 
Sabiendo que este patógeno puede emplear diferentes rutas o estrategias para 
infectar a las células blanco en el hospedero vertebrado, los más de 50 antígenos ya 
estudiados no constituyen el universo total a explorar en la búsqueda de estos 
posibles candidatos a vacuna, por lo que se hace necesario ahondar en esta 
exploración para identificar nuevos y potenciales blancos estratégicos moleculares 




altamente eficaz que logre bloquear en cuanto sea posible las vías que emplee el 
patógeno para infectar. 
 
Dentro de estos nuevos blancos, surge un nuevo grupo de proteínas localizados en 
organelos específicos del Plasmodium falciparum, entre estos la proteína denominada 
(Apical Sushi Protein) PfASP, que ha sido identificada mediante estudios de 
Bioinformática realizados sobre la secuencia completa de nucleótidos a partir del 
genoma del P. falciparum [21].  El gen que codifica para ASP se encuentra en el 
cromosoma 4 y se expresa en el estadio tardío del esquizonte localizándose en el 
cuello de las Roptrias.  Se sabe que las proteínas localizadas en este organelo juegan 
un papel importante en el proceso de reconocimiento e invasión al glóbulo rojo, como 
es el caso de las proteínas del complejo PfRON (Rhoptry Neck Protein) involucradas 
en la denominada unión fuerte o tight junction (TJ) junto con la proteína de membrana 
PfAMA1 (Apical Membrane Antigen 1) [22,23]. 
 
Se sabe que la PfASP, identificada en el banco de datos de proteínas (PDB) con el 
código PFD0295c, contiene un péptido o secuencia señal, un dominio transmembranal 
y cerca de su extremo C-terminal presenta una región altamente homóloga con los 
denominados dominios Sushi.  Este tipo de dominios existen en una amplia variedad 
de proteínas de adhesión de algunos factores del complemento en el Homo sapiens, 
que están involucradas en interacciones tipo proteína-proteína y proteína-ligando [24].  
Por otra parte, se han identificado genes ortólogos de PfASP en parásitos de la 
malaria que infectan roedores como son Plasmodium yoelii y Plasmodium berghei, así 
como también en especies que infectan a primates y humanos como Plasmodium 
knowlesi Plasmodium vivax [25].  Se propone que la estructura cromosómica para el 
gen que codifica para PfASP está constituido por 4 exones y 2196 pares de bases, las 
regiones intrónicas están localizadas hacia el extremo 5´y la secuencia codificante 

















Figura 1-3  Estructura del gen de PfASP.  Propuesta por O’Keeffe y colaboradores.  El gen se 
ubica en el cromosoma 4 del P. falciparum, está constituido por cuatro exones, la mayor parte de la 
secuencia está codificada por el exón cuatro.  El dominio Sushi también está codificado por este exón y 









1.2  Metodología 
 
1.2.1  Análisis filogenético de PfASP 
 
Se empleó la herramienta Blast para buscar la secuencia de la proteína en protozoos, 
en este caso las especies humanas y murinas de Plasmodium,  por acceso a la página 
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sutils/blast_table.cgi?taxid=Protozoa. Posteriormente se 
pega la secuencia de aminoácidos y se selecciona la herramienta tBlastn (en Blast 
program) y así mismo los organismos para finalmente enviar esta información al 
servidor BLAST. El resultado obtenido, secuencias de aminoácidos PfASP se 
realinean empleando el servidor EMBL (European Bioinformatics Institute) 
http://www.ebi.ac.uk/services con la herramienta -proteins. Las secuencias se refinaron 
manualmente para eliminar gaps empleando el programa GeneDoc y el alineamiento 
editado se exportó en formato fasta. Posteriormente se empleó el programa MEGA 
para editar la información de las secuencias y poder construir el árbol filogenético. 
Para ello se selecciona el método recomendado y se procede teniendo en cuenta los 
parámetros escogidos a la construcción del árbol filogenético. 
 
1.2.2  Análisis bioinformático de la proteína PfASP 
 
La secuencia de aminoácidos de la proteína PfASP reportada como PFD0295c en la 
base de datos de especies de Plasmodium Plasmo DB (www.plasmodb.org), que 
puede localizarse en la página web del NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast.cgi) se 
descargó y empleó para múltiples propósitos. 
 
El primero consiste en estudiar la secuencia de 731 aminoácidos de PfASP de la cepa 
de referencia 3D7 de Plasmodium falciparum para determinar posibles epítopes B y T 
presentes en ella y proceder a sintetizarlos para luego ser evaluados mediante su 
administración en conejos y de esta manera obtener anticuerpos policlonales 
específicos para la proteína.  Un segundo propósito consistió en alinear la secuencia 
de PfASP de Plasmodium falciparum 3D7 con secuencias ortólogas del gen PfASP 
presentes en otras especies de Plasmodium causantes de malaria en otros 
vertebrados como primates y roedores (Plasmodium yoelii y Plasmodium berghei) y de 
esta manera establecer el grado de similaridad o semejanza, identidad y homología 
existente entre estas secuencias.  Estas secuencias de genes ortólogos de PfASP 
también se descargaron a partir de Plasmo DB.  Un tercer propósito bioinformático 
consistió en el alineamiento de múltiples secuencias de aminoácidos de fragmentos 
relevantes de PfASP como los constituidos por péptidos discretos funcionales de esta 
proteína, tal como se discutirá en el capítulo correspondiente.  Las secuencias se 
alinearon empleando la herramienta TBLASTN y el método para alineamiento de 
ClustalW (www.personal.rhul.ac.uk/ujba/110/bioinfo/clustalE.html).  La cuarta 
aplicación condujo al análisis filogenético de las secuencias de ASP del Plasmodium y 
una quinta aplicación bioinformática consistió en tratar de obtener modelos de la 
probable estructura 3D de PfASP mediante análisis por homología de las coordenadas 
de secuencias almacenadas en el banco de datos de otras proteínas PDB y de esta 




compararla con un modelo propuesto a partir de su estructura primaria mediante 
modelización molecular computacional. 
 
1.2.3  Predicción y síntesis de potenciales epítopes B como 
base de identificación preliminar de PfASP 
 
Para la obtención de anticuerpos policlonales frente a la proteína PfASP, se 
seleccionaron 4 péptidos B-lineales basados en el promedio de los valores altos de 
antigenicidad de Parker, hidrofilicidad y accesibilidad al solvente obtenidos con el 
software Antheprot [26] y en los valores altos obtenidos con la herramienta Bepipred 
(umbral de 0.35 por defecto y una especificidad del 75%).  Bepipred utiliza una 
combinación entre un modelo oculto de Markov y un método de escala de propensión 
para seleccionar los epítopes B lineales [27]. 
 
Los péptidos seleccionados por el software predictivo, se sintetizaron mediante 
síntesis de péptidos en fase sólida utilizando la estrategia terbutoxicarbonil (t-Boc) y se 
numeraron de acuerdo al orden serial del grupo funcional de Síntesis Química de la 
FIDIC.  
 
1.2.4 Síntesis química y caracterización de péptidos de PfASP 
 
Los péptidos inductores de epítopes se sintetizaron en fase sólida empleando la 
estrategia de síntesis t-Boc.  Como soporte polimérico se empleó una resina 4-Metil-
bencidrilamina (MBHA) de sustitución 0.5 meq/g.  Los disolventes empleados en la 
síntesis fueron N,N’-dimetilformamida (DMF), 1-metil-2-pirrolidona (NMP), 
diclorometano (DCM) e isopropanol (IPA).  Los activadores usados fueron N,N´-
diciclohexilcarbodiimida (DCC), 1-hidroxibenzotriazol (HOBt) y tetrafluoroborato de O-
(1H-Benzotriazol-1-yl)-N,N,N',N'-tetrametiluronio (TBTU). 
 
Los L-α-aminoácidos (Boc-aminoácidos) empleados durante la síntesis tenían el grupo 
α-amino protegido con el grupo ter-butiloxicarbonilo (t-Boc).  Los grupos protectores de 
las cadenas laterales, fueron: Àcido aspártico (D) y Ácido glutámico (E) O-Bencilo (O-
Bzl), Cisteína (C) metilbencil (p-MeBzl), Treonina (T) y Serina (S) bencilo (Bzl), Lisina 
(K) Cloro-Z (2-Cl-Z), Triptofano (W) formilo (For), Asparagina (N) y Glutamina (Q) 
xantilo (Xan), Arginina (R) tosilo (Tos), Histidina (H) dinitro fenilo (Dnp), Tirosina (Y) 2-
Br-benciloxicarbonilo (2-Br-Z); los otros aminoácidos usados no tenían grupo protector 
en su cadena lateral. 
 
La desprotección del grupo t-Boc se realizó con ácido trifluoroacético (TFA) al 40% en 
DCM y la neutralización del grupo α-amino con lavados de N,N´-diisopropiletilamina 
(DIEA) al 5% en DCM. 
 
Al iniciar la síntesis la resina se hinchó por 1 hora con DCM y a continuación se 
realizaron 4 lavados de 15 min cada uno con una solución de DIEA al 5% para 
neutralizarla.  La activación del grupo carboxilo se realizó dependiendo de la estrategia 
de acople de la siguiente manera: en la primera estrategia se usó DCC y HOBt (1:1) 




eficiencia del acople, si el ensayo indicaba que aún existían aminos libres, se realizó 
un segundo ciclo de acople cambiando la estrategia de activación utilizando DCC 
disuelto en DCM, en este caso para un doble acople de aminoácidos como asparagina 
y glutamina, estos aminoácidos obligatoriamente tenían su cadena lateral protegida.  
En acoples que requirieron un tercer ciclo de acuerdo con los ensayos de Kaiser, la 
activación del grupo carboxilo del aminoácido a acoplar se realizó con TBTU y DIEA 
(1:2) en NMP con 5 excesos, en aquellos casos donde estas estrategias no fueron 
suficientes para acoplar el aminoácido de interés, se escogió el activador con el cual el 
porcentaje de acople fue mayor y se realizaron cambios en los solventes así: DMF: 
NMP: DCM: Tritón X-100. 
 
Terminado el proceso de síntesis, se desprotegió la función amino del último 
aminoácido acoplado y las bolsas de resina péptido completamente secas se 
sometieron al proceso de desprotección de las cadenas laterales, para lo cual se 
preparó un coctel de desprotección de Dimetilsulfuro: HF:p-Cresol (65:25:10 v/v) a 
razón de 35 mL de solución por cada 900 mg de resina-péptido (es decir 35 mL por 
cada bolsa de 300 mg de resina inicial); las bolsas se introdujeron en este coctel y se 
dejaron reaccionar por 2 horas con agitación constante a una temperatura de 0 °C. 
 
Finalizado el tiempo de reacción, se dispuso de la solución de manera adecuada 
(residuos ácidos de HF) y se lavaron las bolsas así: cinco lavados con DCM a 0 °C de 
un minuto cada uno, 5 lavados con IPA alternados con 5 lavados con DCM de un 
minuto cada uno.  A continuación cinco lavados de un minuto cada uno con DMF y por 
último 10 lavados de un minuto cada uno con DCM.  Las bolsas se secaron para llevar 
a cabo el procedimiento de desanclaje de la resina como se describe a continuación. 
 
En cada reactor se introdujo una bolsa de resina péptido y se adicionaron 150 μL de p-
Cresol por cada 900 mg de resina-péptido.  Se condensó HF de manera que el nivel 
de la solución estuviera por encima del de las bolsas, la reacción de desanclaje se 
llevó a cabo en una rampa de temperaturas así: por 30 minutos a una temperatura de -
15 °C en un baño de hielo seco e isopropanol, a continuación se cambió el baño de 
reacción por uno a 0 °C y se dejó en reacción por una hora. 
 
Finalizado el tiempo de reacción, se evaporó por completo el HF y se realizó la 
extracción del péptido así: se adicionaron 5mL de éter etílico frío a cada uno de los 
reactores se agitó vigorosamente y este lavado de éter fue transferido a un tubo 
Falcon® de 50 mL, se centrifugó a 4500 rpm por 5 min y se descartó el sobrenadante.  
Se realizaron dos lavados más a cada uno de los reactores, de 2 min cada uno con 2 
mL de TFA al 100%, agitando fuertemente entre lavados y transfiriendo el 
sobrenadante al Falcon®; posteriormente se repitió el procedimiento con éter etílico 
frío, recolectando nuevamente el sobrenadante.  En el Falcon® de recolección se 
completó a volumen de 45 mL con éter etílico frío y se dejó a 0°C por 10 min.  
Posteriormente se centrifugó a 4500 rpm por 5 min y se descartó el sobrenadante; el 
precipitado se resuspendió en 15 mL de éter etílico, se agitó por 1 min, se centrifugó 
por 5 min a 4500 rpm y se descartó nuevamente el sobrenadante; se repitió este 
último procedimiento lavando con acetato de etilo frío y agitando solo por 30 seg.  El 
precipitado se lavó nuevamente dos veces con 15 mL de éter etílico frío en cada 




secó el precipitado final y se procedió a realizarla identificación, análisis y el control de 
calidad del péptido. 
 
La pureza de los péptidos sintetizados se determinó por cromatografía liquida de alta 
eficiencia a escala analítica, usando un cromatógrafo Merck-Hitachi L-6200 A (Merck, 
Tokio, Japón) con detector UV-VIS L-4250 a longitud de onda de 210nm,columna RP-
18 de 125 x 4.6 mm con un tamaño de partícula de 5 µm, a temperatura ambiente y un 
flujo de 1.0mL/min.  Los disolventes utilizados como fase móvil fueron acetonitrilo 
(ACN): agua (H20): ácido trifluoroacético (TFA).  Los péptidos se eluyeron en un 
sistema de gradiente lineal de 0 a 70 % B (A: Agua desionizada 0.05% TFA), (B: 
acetonitrilo 0.05% TFA) en 45 minutos.  En el cromatógrafo se inyectaron 20 µL de 
volumen de la solución del péptido a una concentración de 1 mg/mL. 
 
Aquellos péptidos que tuvieron una pureza inferior al 70% determinada por 
cromatografía, se purificaron por cromatografía líquida de alta eficiencia en fase 
reversa a escala semipreparativa, usando un cromatógrafo Merck-Hitachi L-6200 A, 
con detector UV-VIS L-4250 a longitud de onda de 210nm, columna RP-18 de 250 x 
10 mm con un tamaño de partícula de 10 µm a temperatura ambiente.  Los péptidos se 
eluyeron a un flujo de 1mL/min, empleando un sistema de gradiente lineal (A: Agua 
desionizada 0.05% TFA), (B: Acetonitrilo 0.05% TFA).  En el cromatógrafo se 
inyectaron 500 µL de la solución del péptido a una concentración de 12 mg/mL, 
durante la elución se recogieron cada una de las fracciones y posteriormente se 
analizaron por espectrometría de masas MALDIF-tof (Matrix Assisted Laser Desorption 
of Ions Time of Flight), las fracciones seleccionadas de cada péptido se reunieron, 
liofilizaron y se determinó el grado de pureza por cromatografía líquida de alta 
eficiencia a escala analítica. 
 
La caracterización por espectrometría de masas con desorción iónica provocada por 
láser y asistida por matriz con detección de tiempo de vuelo MALDI-tof, se realiza en 
un espectrómetro de masas Bruker Daltonics (Bkuker Daltonics Inc, Billerica, U. S. A) 
Serie microflex MALDI-tof.  Se empleó como matriz una solución sobresaturada de 
ácido α-ciano-4-hidroxicinámico.  La concentración del péptido fue de 5.0 x 10-4 mg/μL, 
sembrando en placa 2.5 μL de una solución que contenía una relación 2.5:18 de 
péptido y matriz respectivamente.  
 
1.2.5  Inmunización de conejos con péptidos de epítopes B 
para obtención de anticuerpos policlonales reactivos frente a 
PfASP 
 
Para este propósito se emplearon cuatro conejos hembra de 3.5 kg de tres meses de 
edad de la cepa New Zealand, modelo de experimentación animal clásico, empleado 
rutinariamente en diversos estudios para valoración antigénica de moléculas y cuyos 
sueros obtenidos previamente al proceso de inmunización (aquí denominados pre-
inmunes).  Los anticuerpos presentes en estos fueron analizados por Westernblot y 
como se esperaba no presentaron reactividad frente a los antígenos presentes en un 
lisado de proteínas totales de membrana del merozoito de Plasmodium falciparum.  




Conejos 72 y 79 / Grupo A15: Conejos 100 y 101), el grupo A14 fue inoculado con los 
péptidos 34276/34278/FIS y el grupo A15 con 34280/34283/FIS.  FIS es un pequeño 
epítope conocido por ser estimulador no específico de respuestas Th1/Th2 [28]. 
 
Para el esquema propuesto, se realizaron tres inmunizaciones de 250 µg de cada uno 
de los péptidos sintéticos monoméricos, por dosis y por animal.  Para su 
administración, los péptidos se emulsificaron con adyuvante completo de Freund 
formulado en presencia del péptido FIS para la inoculación en el día 0 del esquema de 
vacunación.  Los días 20 y 40 se aplicaron dosis adicionales de refuerzo, las cuales se 
emulsificaron con adyuvante incompleto de Freund y posterior a los 20 días de la 
segunda y tercera inoculación se realizaron las respectivas tomas de muestras de 
sangre de cada animal o sangrías para el análisis de antigenicidad por las técnicas 
inmunoquímicas como ELISA (Enzyme Linked Immunosorbent Assay), 
Inmunofluorescencia Indirecta (IFI) e Inmunoblot. 
 
1.2.6  Evaluación de antigenicidad por ELISA (Enzyme Linked 
Immunosorbent Assay) 
 
Para realizar el procedimiento de evaluación de antigenicidad por ELISA, se preparó 
una solución madre de cada uno de los péptidos a una concentración final de 1mg/mL 
y se diluyo a una concentración final de 10ug/mL en 10 mL de PBS (Buffer Fosfato 
Salino) pH. 7.2–7.4, se sirvieron 100 µL por pozo en cajas de 96 pozos (Nunc, Sigma 
Aldrich.  St. Louis, U.S.A) de tal manera que la concentración final del péptido por pozo 
fuera de 10µg/mL.  Se incubó por 1 hora a 37°C y se dejó toda la noche en 
refrigeración a 4°C. 
 
Se incubó la caja sensibilizada con el péptido a 37 °C por 1 hora y a continuación se 
lavó cinco veces con ayuda del aspersor con solución de lavado (PBS Tween 20 al 
0.5%), se realizó un último lavado con agua destilada. 
 
Las placas fueron bloqueadas con 200µL por pozo con la solución de bloqueo para 
bloquear o evitar posibles interacciones inespecíficas (PBS Tween 20–0.5%-leche 5%) 
y se incubaron por una hora a 37 °C, se lavó cinco veces con ayuda del aspersor con 
solución de lavado (PBS Tween 20 al 0.5%) y un último lavado con agua destilada. 
 
A continuación se sirvieron los sueros de los conejos en dilución 1:200 en cantidades 
de 100 µL por pozo preparadas y se incubó a 37°C por 1 hora, se lavó cinco veces con 
solución de lavado PBS-Tween 20 al 0.5% y un último lavado con agua destilada.  
Luego, se adicionó a cada pozo 100 µL del conjugado IgG Anti- IgG (H+L) de Ratón 
acoplado a Peroxidasa (Vector Laboratories, Burlingam, U.S.A.) en la dilución 
estandarizada (1:5000) en solución de bloqueo, se incubó por 1 hora a 37°C y se 
realizaron 5 lavados como se describió anteriormente. 
 
Par revelar la unión especifica de los complejos específicos antígeno- anticuerpo, se 
sirvieron 100 µL por pozo de solución de revelado (TMB Microwell Peroxidase 
Substrate, KPL, Inc. Gaithersburg, U.S.A) y luego de la aparición de color azul intenso 




electrones producidos a la molécula cromógena de tetrametilbencidina, responsable 
del color, se leyó a 620 nm en el microlector para placas de ELISA después de 5 a 15 
minutos.  Cuando la reacción se detiene; luego de un tiempo dado, por adición de 50 
L de H3PO4 1M por pozo, el color se torna amarillo de intensidad proporcional a la 
cantidad de complejo revelado, entonces la lectura se realiza a 450 nm.  Se consideró 
un valor positivo de la prueba cuando la lectura de la absorbancia fue superior a 0.100 
UA, valor calculado tomando el resultado del promedio de la densidad óptica 
producida por los sueros pre-inmunes de los individuos de experimentación analizados 
y sumando tres veces la desviación estándar. 
 
1.2.7  Resolución de proteínas de Plasmodium falciparum por 
SDS-PAGE e Inmunotransferencia (Westernblot) 
 
Las proteínas de un lisado de membranas de esquizontes de P. falciparum, se 
separaron por SDS-PAGE (1 mg/gel) usando un gradiente de acrilamida 7.5 al 15% 
(p/v) en un gel de 12,5 x 18 cm y posteriormente transferidas a una membrana de 
nitrocelulosa (BIO-RAD, Hercules, California, U.S.A) por la técnica en cámara 
semiseca a 20 voltios constantes durante 3 horas.  La eficiencia de la transferencia fue 
monitoreada por tinción con Rojo de Ponceau (Sigma Aldrich, Saint Louis, MI, U.S.A).  
Después de bloquear la membrana con una solución de leche descremada al 5% en 
Buffer Tris salino -Tween1% (TBST: tris-HCl 0.02M, pH 7.5, NaCl 0.05M, Tween20 
1%), durante 1 hora a temperatura ambiente se cortaron tiras de 5mm por cada 
muestra a analizar. 
 
Las tiras de nitrocelulosa fueron incubadas con los sueros de conejo pre-tratados (pre-
adborbidos en columnas de sefarosa CNBr 4B acoplada con proteínas de E. coli y M. 
smegmatis), en dilución 1:100 durante 1 hora a temperatura ambiente y lavadas 5 
veces con TBST.  A continuación, las tiras fueron incubadas por 1 hora con Anti conejo 
conjugado a fosfatasa alcalina, en dilución 1:5000.  Después de lavar 5 veces con 
TBST, la reacción fue desarrollada con NBT/BCIP (Promega Corporation, Madison, 
WI, U.S.A), según instrucciones del fabricante.  El desarrollo del color fue detenido con 
agua. 
 
1.2.8  Reactividad de anticuerpos por Inmunofluorescencia 
Indirecta (IFI) 
 
Parásitos de la Cepa FCB2, de cultivo continuo en estadio de esquizontes maduros, 
con una parasitemia entre el 5–7%, fueron lavados y resuspendidos en PBS a un 
hematocrito final del 1%.  De esta suspensión se sirvieron 20µL por pozo en láminas 
de 8 pozos, se dejaron sedimentar por 20 minutos y se recogió el sobrenadante con 
pipeta Pasteur y se dejaron secar las láminas a temperatura ambiente. 
 
En cada lámina se sirvieron 30 µL por pozo de solución de bloqueo (PBS leche 
descremada al 1%) y se incubo por 10 minutos.  Se realizó un lavado rápido con PBS, 
y uno por 5 minutos con PBS en un recipiente para múltiples láminas; se dejó secar 





En cada lámina se dispensaron 10 µL de los sueros de los conejos a partir de una 
dilución de 1:20 en PBS, en cada pozo por duplicado.  Las láminas se incubaron por 
30 minutos en cámara húmeda, a continuación se realizaron 5 lavados de PBS cada 
uno de 5 minutos en el recipiente para múltiples láminas y se dejaron secar las 
láminas. 
 
Se adicionaron 10µL de conjugado Anti-Conejo IgG (H+L) hecho en cabra, marcado 
con isotiocianato de fluoresceína (REF: Vector FI-1000) en una dilución 1:20 en PBS y 
Azul de Evans 1:100, como colorante de contraste; se incubo por 30 minutos en 
oscuridad y en cámara húmeda.  Se repitieron los lavados y el secado. 
 
Para la lectura en el microscopio de fluorescencia se colocó una gota de glicerol al 
50% en solución salina entre lámina y laminilla.  La ausencia total de fluorescencia 
indicaba un resultado negativo, de una cruz (+) a cuatro cruces (++++) dependiendo 
de la intensidad de fluorescencia indicaban un resultado positivo.  El título de una 
muestra fue la máxima dilución a la cual la fluorescencia sea de una cruz (+).  El 
código de cruces puede interpretarse de la siguiente manera: 4 cruces representa el 
100% de intensidad de fluorescencia,  tres cruces el 75%, dos cruces el 50% y una 
cruz el 25%. 
 
1.3  Resultados y discusión 
 
1.3.1  Filogenia de la proteína PfASP 
 
El análisis bioinformático sobre la secuencia de aminoácidos de la proteína PfASP y 













Figura 1-4  Filogenia de PfASP.  La estructura primaria de la proteína PfASP del clon 3D7 de 
Plasmodium falciparum se analizó frente a sus ortólogos en P. vivax, P. knowlesi, P. chabaudi, P. yoelii y 
P. berghei. 
 
Esta construcción bioinformática permite inferir varios aspectos. El primero de ellos 
que la proteína (Apical Sushi Protein) ASP se conserva ancestralmente en diferentes 
especies de Plasmodium que afecta a diferentes vertebrados. Según esto al parecer el 
ancestro común surge en Plasmodium falciparum y con un 100% de certeza se acerca 




cercanos. El cluster murino P. yoelii, P. berghei y P. chabaudi se agrupa de manera 
estrecha pero con un grado amplio de divergencia respecto a las cepas humanas de 
malaria.  
 
Esta evidencia bioinformática nos permite sugerir el empleo del modelo animal murino 
para evaluar algunos antígenos de secuencias ortólogas por su actividad funcional. 
 
1.3.2  Análisis bioinformático de la proteína PfASP 
 
El primer análisis bioinformático realizado a la secuencia de la proteína PfASP cepa de 
referencia 3D7 reportada como PFD0295 en www.plasmodb.org determinó que el gen 
que codifica para esta proteína se encuentra en el cromosoma 4 de los 14 del 
Plasmodium falciparum, al igual que sus genes ortólogos en otras especies como son 
Plasmodium vivax, Plasmodium knowlesi, Plasmodium berghei, Plasmodium yoelii y 
Plasmodium chabaudi tal y como se muestra en la Figura 1-5.  Esta aproximación 
establece que el gen de esta proteína se encuentra expresado en diferentes especies 
del Plasmodium o como proteínas hipotéticas o como fragmentos denominados 
Contigs (son grupos de segmentos de ADN sobrelapados de tal manera que juntos 
representan una región consenso de ADN) y de aquí se puede considerar la 
posibilidad de utilizar el modelo murino para los estudios funcionales de PfASP 
posteriores con péptidos análogos derivados de esta proteína permitiendo así evaluar 
las propiedades y la relevancia antigénica, inmunogénica e inductora de mecanismos 
inmunológicos de protección frente a un reto o desafío experimental en los animales 























Figura 1-5  Gen de PfASP.  El clon 3D7 de Plasmodium falciparum y sus ortólogos en otras 




El múltiple alineamiento de cada una de las secuencias de la ASP en las diferentes 
especies (Figura 1-6) estableció la homología de la proteína en las mismas, la 
valoración numérica de estos alineamientos establece que existe una identidad del 


















































































































Figura 1-6  Alineamiento múltiple de secuencias de ASP.  El análisis ClustalW permitió 
comparar las seis secuencias de ASP encontradas en los genomas de Plasmodium falciparum, 
Plasmodium vivax, Plasmodium knowlesi, Plasmodium chabaudi, Plasmodium berghei y Plasmodium 
yoelii.  Figura tomada de http://npsa-pbil.ibcp.fr/cgi-bin/npsa_automat.pl?page=/NPSA/npsa_clustalw.html 
 
secuencias de ASP analizadas, mientras que 143 residuos (17,40%) son fuertemente 
similares y 91 residuos (11,07 %) son débilmente similares, para un porcentaje global 
de semejanza del 44,77% a nivel de estructura primaria, es decir que 368 residuos de 
731 de estas secuencias son altamente homogéneas, afianzando así la posibilidad de 
evaluar el poder antigénico e inmunogénico de péptidos sintéticos modificados de ASP 
en estudios realizados en el modelo murino y de esta manera poder extrapolar estos 
resultados a infecciones causadas en otras especies de Plasmodium relacionadas. 
 
Sabiendo que el dominio Sushi de la ASP se encuentra en el extremo C-terminal, en la 
Figura 1-7, se muestra la alta homología que existe entre las secuencias ortólogas en 
las diferentes especies de Plasmodium, la identidad en los 58 residuos de longitud 
alineados es del 48,28% y la fuerte y débil similitud entre residuos es del 29,01%, para 
un valor global de 77,29% de semejanza entre 45 residuos de los 58 residuos 
comparados, valores que indican que la secuencia correspondiente al dominio Sushi 






















Figura 1-7  Alineamiento de secuencias del dominio sushi de ASP en cepas de 
Plasmodium.  Las secuencias de tres cepas de malaria humana P. falciparum, P. vivax y P. knowlesi y 
dos cepas de malaria murina P. yoelii-17XL y P. berghei-ANKA, se alinearon empleando la herramienta 
ClustalW del NPS@ (Network Protein Sequenc eAnalysis) para alineamiento de múltiples secuencias 
(http://npsa-pbil.ibcp.fr/cgi-bin/npsa_automat.pl?page=/NPSA/npsa_clustalw.html). 
 
1.3.3  Predicción de epítopes B en PfASP, síntesis y 
caracterización 
 
El análisis de la secuencia de PfASP (PFD0295) en el software Antheprot, permitió 
seleccionar 4 secuencias como posibles inductores de epítopes B; esta selección se 
realizó evaluando las secuencias que presentaron los puntajes más altos de 
antigenicidad de Parker, hidrofilicidad y accesibilidad al solvente.  Las secuencias 
incluidas dentro de la secuencia completa de PfASP que cumplieron con estos criterios 
de selección se tomaron para diseñar péptidos de 20 residuos de longitud y a cada 
uno se le asignó un número de acuerdo con el código secuencial de la FIDIC. 
 
Las secuencias seleccionadas para ser sintetizadas e inoculadas en conejos hembra 
de la cepa New Zealand para la obtención de anticuerpos policlonales fueron:34276 
(361LKGKKKEKNKKKKKDDEDDD380), 34278 (401DEEENSKDLKNNNIDDNEED420), 34280 
(441NNSNNNNNKNKNKQNTNKKN460) y 34283 (501ISENNEIEISSKDLTEQYED520); estas cuatro 
secuencias pertenecen a la región central de la proteína que efectivamente poseen un 
alto contenido de aminoácidos de tipo hidrofílico que permiten una alta interacción con 
solventes de tipo acuoso, características físico químicas que están de acuerdo con los 
criterios de selección que utiliza el software utilizado para la predicción de epítopes B.  
 
La caracterización por cromatografía líquida en fase reversa RP-HPLC y 
espectrometría de masas MALDI-tof de los cuatro epítopes lineales sintetizados por 
química t-Boc en fase sólida se muestran en la Figura 1-8.  El análisis cromatográfico 
de los péptidos 34276, 34280 y 34283 permiten determinar una pureza de la especie 
principal inferior al 70%, determinada como el área bajo la curva en cada uno de los 
cromatogramas; lo cual bajo los estándares de control de calidad del grupo funcional 
10        20        30        40        50
|         |         |         |         | 
Pfsushi EICVRPTNSSYVSLIPDKKYYLLGEKIEFKCQEGYKIIGTTNIGVCTGRNIISPNITC
pyxxxx1    EICVKPAKETHIIYNPNKEYYLVGEKIEVTCQKGYKISGKTNNTLCIGRNKIXPNIFC
Pbxxxx2    EICVKPAKETHIIYNPNKEYYLVGEKIEVTCQKGYKIYGKTNNTLCIGRNKIMPNIFC
Pchxxx3    EICVKPPKETHIIYNPSKEYYIVGEKIEVTCQKGYKISSKTNNTLCIGGNKIMPNIFC
Pvxxxx4    EICVKPSNEPNISFSPNKNFYVLGEKIEFKCQNGYKIVGTTTVGVCVGRNKIVPNISC
Pkxxxx5    EICVKPSNEPNISFSPKKNFYVIGEKIEFICQKGYKIVGTTNVGVCVGRNKIVPNISC
****:*.:.. : *.*::*::*****. **:**** ..*.  :* * * * *** *
Prim.cons. EICVKP22ETHI2YNPNKEYYLVGEKIE2TCQKGYKI2G2TNN22CIGRNKI2PNIFC 
Alignment data :
Alignment length : 58
Identity (*) : 28 is 48.28 %
Strongly similar (:) : 9 is 15.52 %
Weakly similar (.) : 8 is 13.79 %
Different : 13 is 22.41 %
Sequence 0001 : pyxxxx1 ( 58 residues).
Sequence 0002 : Pbxxxx2 ( 58 residues).
Sequence 0003 : Pchxxx3 ( 58 residues).
Sequence 0004 : Pvxxxx4 ( 58 residues).
Sequence 0005 : Pkxxxx5 ( 58 residues).




de síntesis química de la FIDIC corresponden a una codificación denominada como Ap 
que indica que es una molécula que aunque tiene el peso molecular esperado el cual 
se determinó por espectrometría de masas MALDI-tof requirió ser purificada para así 
poder utilizarla en los ensayos in vivo o in vitro para lo cual ha sido sintetizada, los 







































Figura 1-8  Caracterización epítopes lineales de PfASP.  1) Péptido 34276 Masa Teórica 
2581.3 Da, Masa Experimental 2581.47 uma.  2) Péptido 34278 Masa Teórica 2542.6 Da, Masa 
Experimental 2542.44 uma.  3) Péptido 34280 Masa Teórica 2507.6 Da, Masa Experimental 2507.67 uma.  
4) Péptido 34283 Masa Teórica 2356.5 Da, Masa Experimental 2356.34uma.  Para todos A es el 
cromatograma y B espectro de masas. 
1)  PÉPTIDO 34276(2)
LKGKKKEKNKKKKKDDEDDDY






3)  PÉPTIDO 34280 (2)
NNSNNNNNKNKNKQNTNKKNY
2507.69








En contraste el péptido 34278 fue codificado como Azul indicando que tiene una 
pureza superior al 70% determinada como el área bajo la curva en el respectivo 
cromatograma, esto indica que no se requiere de una purificación de este péptido y 
puede ser utilizado sin una purificación previa  La masa molecular de los cuatro 
péptidos corresponde a la calculada teóricamente. 
 
1.3.4  Producción y caracterización de anticuerpos policlonales 
 
Los anticuerpos policlonales inducidos en cada uno de los conejos inoculados con una 
mezcla de dos epítopes B predichos por métodos Bioinformáticos (Grupo A14 Conejos 
99 y 72 inoculados con la mezcla 34276/34278, Grupo A15 Conejos 100 y 101 
inoculados con la mezcla 34280/34283) más el epítope denominado FIS (empleado 
como inmuno-estimulador inespecífico), fueron caracterizados por SDS-PAGE 
posterior a su purificación por salting-out y cromatografía de intercambio aniónico en 
columna; en la Figura 1-9 se observa para las muestras de preparaciones de 
anticuerpos de cuatro conejos (72, 99, 100 y 101) a una altura relativa de 148 kDa 
respecto a los patrones de peso molecular y una sola banda en condiciones no 
desnaturantes (ND) y en condiciones desnaturantes (D) una banda en 49 kDa que 
evidencia corresponder con la masa molecular de las cadenas pesadas de las 
inmunoglobulinas y también se observa otra banda fuerte con movilidad relativa a 25 
kDa correspondiente a las cadenas livianas de la inmunoglobulina purificada y 
disociada durante el procedimiento de SDS-PAGE. Estos resultados evidencian la 
integridad molecular y pureza de los anticuerpos obtenidos en los conejos al ser 












Figura 1-9  SDS-PAGE de las inmunoglobulinas purificadas por cromatografía de 
intercambio aniónico.  Sueros conejos  72/79 inoculados con la mezcla  34276/34378/FIS y sueros 
conejos 100/101 inoculados con la mezcla 34280/34283/FIS.D Condiciones desnaturantes  ND 
















1.3.5  Caracterización inmunoquímica por Inmunoblot, ELISA e 
Inmunofluorescencia 
 
El inmunoblot de la Figura 1-10 permite evidenciarla reactividad especifica de los 
anticuerpos obtenidos a partir de las sangrías finales de los conejos inoculados con los 
epítopes B sintéticos frente a las proteínas de un lisado total de esquizontes de 
Plasmodium falciparum.  Los anticuerpos generados contra los péptidos inoculados 
reaccionan con una proteína de movilidad relativa a 50 kDa que correspondería al 






















Figura 1-10  Inmunoblot.  Reactividad de anticuerpos de conejos inmunizados. P.I. para 
anticuerpos en sueros pre-inmunización y en los carriles o líneas 1 a 4 la reactividad de los anticuerpos de 
los conejos obtenidos posterior a la tercera inmunización. 
 
Los datos obtenidos a partir de los análisis de antigenicidad por ELISA evidenciaron la 
producción de altas concentraciones anticuerpos en cada uno de los conejos de los 
grupos de estudio, notablemente a partir de la segunda inmunización.  En la Tabla 1-1 
se encuentran registrados los resultados donde se puede relacionar fácilmente la 
producción de anticuerpos frente a cada uno de los péptidos inoculados, así como 
frente a la mezcla total.  Los valores de absorbancia indican que hay diferencia entre 
los sueros pre-inmunización y los anticuerpos presentes en los sueros obtenidos 
posterior a la segunda y tercera inmunización. 
 
Los resultados de inmunofluorescencia indirecta IFI Figura 1-11 y Tabla 1-1, indican 
un reconocimiento de los anticuerpos presentes en los sueros de cada una de las 
sangrías pos-inmunización frente a proteínas de Plasmodium falciparum de la cepa 












P.I. Sera 1  2  3  4
Línea 1 : Conejo 72 – SF
Línea 2 : Conejo 99– SF
Línea 3 : Conejo 100– SF
















Figura 1-11  Inmunofluorescencia indirecta (IFI).  Reactividad de anticuerpos de sueros pre-
inmunización y de anticuerpos de sueros la sangría final del conejo 72 frente a eritrocitos humanos 

















Tabla 1-1  Resultados ELISA e Inmunofluorescencia Indirecta.  Resultados de los 
ensayos inmunoquímicos ELISA e inmunofluorescencia indirecta (IFI).  Mz: Mezcla, PI Ad: suero sangría 
pre-inmune adsorbido con lisados de E. coli y péptidos sintéticos no relacionados, II20: suero sangría 
obtenida 20 días posteriores a la segunda inoculación y SF: sangría final. 
 
La reactividad de los anticuerpos inducidos por los epítopes B sintéticos demuestra 
que el poder predictivo del software bioinformático es bastante bueno, sin embargo 
estas aproximaciones pueden considerarse solo como métodos de acercamiento al 
comportamiento real de un verdadero epítope B.  Estos anticuerpos policlonales 










1.4  Conclusiones 
 
Los análisis bioinformáticos evidenciaron la existencia de genes ortólogos de la 
proteína ASP de Plasmodium falciparum en otras especies como son las humanas 
Plasmodium vivax y Plasmodium knowlesi, así como en las cepas de malaria que 
infectan roedores como son Plasmodium berghei, Plasmodium yoelii y Plasmodium 
chabaudi.  Este hecho permite plantear la posibilidad de realizar estudios tanto de 
evaluación de potenciales candidatos a vacuna contra la malaria derivados de PfASP 
como también de estudios funcionales de actividad neutralizante de la infección de 
malaria in vivo en el modelo animal murino susceptible a la infección por P. berghei y 
P. yoelii. 
 
Los anticuerpos policlonales de conejo generados por inoculación de epítopes B 
lineales sintéticos de la proteína PfASP, permitieron ser utilizados como herramienta 
preliminar para el reconocimiento y localización hematológica de la proteína expresada 
en estadios sanguíneos de la cepa FCB2 del Plasmodium falciparum por ensayos 
inmunoquímicos. 
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2.  Perfil de unión de la proteína PfASP a 
glóbulos rojos humanos 
 
2.1  Marco teórico 
 
Con el propósito de erradicar la malaria a nivel mundial tal como lo estableció la 
Organización Mundial de la Salud (OMS) como uno de los objetivos para este milenio, 
se han planteado y puesto en práctica diferentes estrategias.  Dentro de estas está el 
uso de plaguicidas y mosquiteros en áreas endémicas para el control del vector de 
transmisión (la hembra del mosquito Anopheles), el desarrollo y uso de diversos 
fármacos con propiedades antimaláricas (para el control del agente causal de la 
enfermedad, parásitos del género Plasmodium) y estudios encaminados al desarrollo 
de una vacuna capas de prevenir la enfermedad así como otras medidas de salud 
pública para el mismo fin.  Sin embargo, hasta el momento no se ha logrado disminuir 
significativamente los miles de casos que se presentan anualmente; esto debido a 
muchos factores dentro de los que se encuentran: la distribución de la enfermedad a 
nivel global se ha incrementado debido a los nuevos fenómenos asociados con los 
cambios climáticos, la aparición y diseminación de mecanismos de resistencia a los 
fármacos antimaláricos por parte del patógeno, la alta variabilidad genética del 
parasito debido a la presión inmunológica por parte del hospedero así como al muy 
complejo ciclo de vida del Plasmodium, la resistencia del vector de transmisión de la 
enfermedad a insecticidas y también debido a las precarias condiciones socio-
económicas asociadas a las poblaciones que se ven más afectadas por la enfermedad 
[1]. 
 
La Fundación Instituto de Inmunología de Colombia - FIDIC, ha sido pionera en el 
desarrollo de una vacuna sintética contra la malaria y en los últimos 20 años ha 
direccionado sus investigaciones a la búsqueda y desarrollo de una segunda 
generación de una vacuna sintética con mayor eficacia protectiva con base en la 
experiencia obtenida con la vacuna sintética denominada SPf-66 [2].  Para esto se ha 
planteado una metodología que involucra varias etapas que incluyen la identificación y 
caracterización molecular y funcional de antígenos del patógeno involucrados en el 
proceso de invasión a diferentes células hospederas dependiendo del estadio del 
Plasmodium como son las células hepáticas y los glóbulos rojos, de manera que los 
candidatos así obtenidos pudiera eventualmente ser incluidas en una vacuna de 






Las proteínas del estadio merozoito (estadio asexual sanguíneo del Plasmodium) 
implicadas en la unión e invasión al glóbulo rojo son de gran importancia en el 
desarrollo de una vacuna contra la malaria por varias razones; entre ellas, el que estos 
antígenos pudiesen estar expuestos al sistema inmune del hospedero por periodos 
cortos de tiempo en ciclos de 48 a 72 horas, dependiendo si la infección fue causada 
por P. falciparum o P. vivax, respectivamente y de ser así si la respuesta inmune 
direccionada contra estas proteínas pudiera ser suficiente para lograr inhibir la 
invasión del merozoito al glóbulo rojo.  De esta manera, numerosas regiones de unión 
de proteínas de merozoito involucradas en la invasión al glóbulo rojo han sido 
identificadas utilizando fragmentos de proteínas recombinantes o péptidos sintéticos 
correspondientes a estas proteínas de unión [4-6]. 
 
Por otra parte, los péptidos sintéticos presentan una oportunidad importante para la 
selección de candidatos a vacuna, por ejemplo por tratarse de moléculas 
químicamente definidas, porque su producción mediante síntesis química es 
reproducible, controlada y relativamente de bajo costo; permitiendo su producción de 
forma rápida y en grandes cantidades y adicionalmente porque se pueden realizar 
diseños que den lugar a modificaciones y mutaciones literalmente dirigidas en su 
secuencia de aminoácidos incluyendo desde la sustitución de algunos residuos por 
aminoácidos no naturales, oligoglicosilaciones, fosforilaciones, modificación de las 
funciones amida del esqueleto peptídico; entre otras más, de tal manera que se 
obtengan análogos de aquellos antígenos que puedan estar directamente involucrados 
en la unión a células del hospedero y que debido a los nuevos atributos fisicoquímicos 
integrados a su estructura primaria se ven influenciados en una mayor estabilidad y el 
poder sintetizarlos libres de contaminantes que puedan interferir con su función 
biológica o inducir una respuesta inmune no deseada; son entre otras características 
que han sido claves para que la FIDIC pueda definir los péptidos sintéticos como la 
clave para el desarrollo de la ya mencionada segunda generación de una vacuna 
sintética contra la malaria. 
 
Los primeros pasos en este propósito se basan en el análisis de cada una de las 
proteínas de los estadios merozoito y esporozoito consideradas relevantes en los 
procesos de invasión al glóbulo rojo o a las células hepáticas respectivamente.  Estas 
proteínas se sintetizan en péptidos de 20 residuos de longitud; por lo general no 
sobrelapados, de tal manera que cubran o abarquen la secuencia total de la proteína 
de interés.  Cada uno de estos péptidos se somete a ensayos in vitro para evaluar su 
unión o no a glóbulos rojos o a células hepáticas.  Las condiciones experimentales de 
estos ensayos fueron definidas para identificar las regiones de unión de alta afinidad 
entre 2000 a 100000 sitios de unión por célula.  Específicamente se relaciona que el 
péptido adicionado es directamente proporcional a la constante de afinidad y el 
número de receptores del péptido sobre la célula blanco bajo las condiciones del 
ensayo, esto puede ser definido como: 
R (Receptor) + L (Ligando)                   RL (Receptor-Ligando) 
De aquí se define RL como b (ligando unido), R  como r - b (receptor libre) y L como 






(r – b) + (l – b)                 b                      (1) 
 
En el equilibrio, de la ecuación 1, la constante de afinidad Ka es: 
                                                             [b] 
                                            Ka =                                                                   (2) 
                                                       [r – l] [l – b] 
 
En condiciones donde el ligando no está en exceso y r >> l, entonces (l – b) = l y         
(r – b) = r,  la ecuación (2)  se puede expresar como: 
 
                                                                   [b] 
                                                  Ka * r =                                                          (3) 
                                                                    [l] 
 
La relación [b]/[l] se define como la actividad de unión, así los péptidos que tienen una 
actividad de unión mayor o igual a 0.02 (2% de unión)  se considera que tienen alta 
actividad de unión y se han denominado como High Activity Binding Peptides (HABPs), 
indicando que hay más de 2000 receptores por célula [7-9]. 
 
Se han estandarizado las condiciones de los ensayos de unión teniendo en cuenta 
factores que pueden afectar la invasión del merozoito al glóbulo rojo como son el 
hematocrito, tiempo de reacción y temperatura [9,10]. 
 
Los análisis estadísticos y la regresión lineal realizada en los ensayos de diferentes 
proteínas han demostrado que se presentan tres tipos de péptidos de unión: 1- 
péptidos de alta capacidad de unión (HABPs), 2- péptidos que no se unen y 3- 



















Figura 2-1  Perfiles de ensayos de unión de péptidos a glóbulos rojos.  La figuras en 
los paneles superiores 1, 2, 3 representan (  ) Unión total, obtenida a partir de muestras con péptido radio-
marcado solo. ( ) Unión no especifica representa el péptido radio marcado unido presente al adicionar 400 
veces más la concentración, en péptido no radio-marcado.  Las figuras 1, 2, 3 de la parte inferior 
representan (  ) unión específica, que se obtiene de sustraer la unión no especifica de la unión total.  Los 
tres tipos de comportamiento observados en los ensayos de unión de péptidos a glóbulos rojos humanos 
son: (1) péptidos que se unen específicamente a glóbulos rojos con alta afinidad, (2) péptidos de baja 
unión o que no se unen; (3) péptidos que se unen con alta afinidad pero no de manera específica.  Figura 
adaptada de [10]. 
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En general los estudios realizados por la FIDIC han demostrado que la mayoría de los 
HABPs se unen a moléculas de superficie de los glóbulos rojos humanos, esta 
capacidad de unión entre los HABPs y los glóbulos rojos puede ser modificada por 
tratamiento enzimáticos con neuraminidasa, tripsina o quimiotripsina [11,12], lo cual 
sugiere que al menos hay seis sitios de unión a glóbulo rojo y que uno de ellos es 
dependiente de ácido siálico. 
 
A nivel biológico, los HABPs han mostrado tres tipos de comportamiento cuando se 
han realizado ensayos de inhibición de la invasión o durante el desarrollo del parasito 
en el ciclo intraeritrocitico en cultivos in vitro.  Algunos han sido capaces de inhibir la 
invasión del merozoito in vitro pero no su desarrollo, otros han inhibido tanto la 
invasión como el desarrollo y otros no han mostrado efecto alguno [13-15]. 
 
2.2  Metodología 
2.2.1  Síntesis química de péptidos 
 
Siguiendo la metodología propuesta, la proteína PfASPde 731 amino ácidos se 
sintetizo en su totalidad en péptidos no sobrelapados de 20 residuos de longitud, en 
total 37 péptidos se sintetizaron en fase sólida por estrategia de síntesis t-Boc.  
Aquellos péptidos que no contenían el residuo de tirosina (Tyr) dentro de la secuencia, 
se les adiciono este residuo en el extremo carboxilo para posterior marcaje con 125I. 
 
Se utilizó como soporte polimérico resina Metil-bencidrilamina (MBHA) con una 
sustitución de 0.5 meq/g, los solventes utilizados en la síntesis fueron N,N’-
dimetilformamida (DMF), 1-metil-2-pirrolidona (NMP), diclorometano (DCM) e 
isopropanol (IPA).  Como activadores del grupo alfa carboxilo se utilizaron N,N´-
diciclohexilcarbodiimida (DCC), 1-hidroxibenzotriazol (HOBt) y tetrafluoroborato de O-
(1H-Benzotriazol-1-yl)-N,N,N',N'-tetrametiluronio (TBTU). 
 
Los L-Boc-α-aminoácidos empleados en la síntesis tenían el grupo α-amino protegido 
con el grupo ter-butiloxicarbonilo (t-Boc).  Los grupos protectores de las cadenas 
laterales, fueron: Ácido aspártico (D) y Àcido glutámico (E) con O-Bencilo (O-Bzl), 
Cisteína (C) Metilbencil (p-MeBzl), Treonina (T) y Serina (S) Bencil (Bzl), Lisina (K) 
Cloro-Z (2-Cl-Z), Triptofano (W) Formilo (For), Asparagina (N) y Glutamina (Q) Xantilo 
(Xan), Arginina (R) Tosilo (Tos), Histidina (H) Dinitrofenil (Dnp), Tirosina (Y) 2-Br-
Benciloxicarbonil (2-Br-Z); los demás aminoácidos no tenían grupo protector en su 
cadena lateral. 
 
La desprotección del grupo t-Boc del α-amino se realizó con ácido trifluoroacético 
(TFA) al 40% en DCM y se neutralizó con lavados de di-isopropiletilamina (DIEA) al 
5% en DCM.  
 
La síntesis se inició hinchando la resina por 1 hora con DCM y a continuación se 
realizó el proceso de neutralización con 4 lavados de 15 min cada uno con una 
solución de DIEA al 5%.  El grupo carboxilo fue activado dependiendo de la estrategia 





correspondiente, así: en la primera estrategia se usó DCC y HOBt (1:1) en DMF 
manejando 5 excesos; se realizó el ensayo de Kaiser para verificar la eficiencia del 
acople y si el ensayo indicaba que aún existían aminos libres, se realizó un segundo 
ciclo de acople cambiando la estrategia de activación utilizando DCC disuelto en DCM, 
en este caso paro un doble acople de aminoácidos como asparagina y glutamina estos 
aminoácidos obligatoriamente tenían su cadena lateral protegida.  En acoples que 
requirieron un tercer ciclo de acuerdo con los ensayos de Kaiser, la activación del 
grupo carboxilo del aminoácido a acoplar se realizó con TBTU y DIEA (1:2) en NMP 
con 5 excesos, en aquellos casos donde estas estrategias no fueron suficientes para 
acoplar el aminoácido de interés, se escogió el activador con el cual el porcentaje de 
acople fue mayor y se realizaron cambios en los solventes como fue usar una mezcla 
de solventes para el  acople así: DMF: NMP: DCM: Tritón X-100. 
 
Finalizado el proceso de síntesis, se separaron aquellos péptidos que contenían 
histidina dentro de la secuencia, la cual estaba protegida en su cadena lateral por el 
grupo dinitrofenil (DNP); a estos péptidos se les removió el grupo DNP antes de la 
desprotección de las demás cadenas laterales y del desanclaje del péptido de la resina 
Mediante el proceso de tiólisis se realizó la desprotección del grupo DNP así: se 
preparó una solución al 20% de Tiofenol en DCM: DMF (1:1). 
 
En un reactor se colocaron las bolsas de los péptidos que contenían este aminoácido 
en su secuencia y se adicionó la solución de tiólisis en una relación de 14 mL por cada 
900 mg de resina péptido, se agitó por una hora y se desechó la solución.  A 
continuación se realizaron lavados así: dos por dos minutos con DMF, un lavado con 
IPA por un minuto y dos lavados más cada uno de dos minutos con DMF.  Se adicionó 
de nuevo solución de tiólisis y se agitó por dos horas más, se desechó la solución y se 
realizaron los lavados descritos anteriormente.  Nuevamente se adicionó solución de 
tiólisis y se agitó por cuatro horas más, al finalizar este tiempo la solución estaba 
completamente translucida y así se dio por terminado el proceso de desprotección de 
la histidina. 
 
La bolsas fueron lavadas cinco veces por un minuto con DCM, cinco veces por un 
minuto con IPA alternando con cinco lavados de un minuto cada uno con DCM, cinco 
lavados de DMF alternados con cinco lavados de IPA cada uno de un minuto y se 
finalizaron los lavados con diez de DCM cada uno de un minuto. 
 
Para iniciar el proceso final de desprotección de cadenas laterales y desanclaje del 
péptido de la resina, a todos los péptidos se les desprotegió el grupo α-amino del 
último aminoácido acoplado con ácido trifluoroacético al 40% en DCM. 
 
Las bolsas de resina-péptido completamente secas se sometieron al proceso de 
desprotección de las cadenas laterales, para lo cual se preparó un coctel de 
desprotección de Dimetilsulfuro (DMS): Ácido fluorhídrico gaseoso (HF):p-Cresol 
(65:25:10 v/v) a razón de 35 mL de solución por cada 900 mg de resina-péptido, las 
bolsas se introdujeron en este coctel y se dejaron reaccionar por 2 horas con agitación 






Finalizado el tiempo de reacción, se dispuso de la solución de manera adecuada 
(residuos ácidos de HF) y se lavaron las bolsas así: cinco lavados con DCM a 0 °C de 
un minuto cada uno, 5 lavados con IPA alternados con 5 lavados con DCM de un 
minuto cada uno.  A continuación cinco lavados de un minuto cada uno con DMF y por 
último 10 lavados de un minuto cada uno con DCM.  Las bolsas se secaron para llevar 
a cabo el procedimiento de desanclaje de la resina como se describe a continuación. 
 
En cada reactor se introdujo una bolsa de resina-péptido y se adicionaron 150 μL de p-
Cresol por cada 900 mg de resina-péptido.  Se condensó HF de manera que el nivel 
de la solución estuviera por encima del de las bolsas, la reacción de desanclaje se 
llevó a cabo en una rampa de temperaturas así: por 30 minutos a una temperatura de -
15 °C en un baño de hielo seco e isopropanol, a continuación se cambió el baño de 
reacción por uno a 0 °C y se dejó en reacción por una hora.  
 
Finalizado el tiempo de reacción, se evaporó por completo el HF y se realizó la 
extracción del péptido así: se adicionaron 5mL de éter etílico frío a cada uno de los 
reactores se agitó vigorosamente y este lavado de éter fue transferido a un tubo 
Falcon® de 50 mL, se centrifugó a 4500 rpm por 5 min y se descartó el sobrenadante. 
Se realizaron dos lavados más a cada uno de los reactores, de 2 min cada uno con 2 
mL de TFA al 100%, agitando fuertemente entre lavados y transfiriendo el 
sobrenadante al Falcon®; posteriormente se repitió el procedimiento con éter etílico 
frío, recolectando nuevamente el sobrenadante.  En el Falcon® de recolección se 
completó a volumen de 45 mL con éter etílico frío y se dejó a 0 °C por 10 min, 
finalizado este tiempo se centrifugó a 4500 rpm por 5 min y se descartó el 
sobrenadante, el precipitado se resuspendió en 15 mL de éter etílico, se agitó por 1 
min y se centrifugó por 5 min a 4500 rpm y nuevamente se descartó el sobrenadante.  
Se repitió este último procedimiento lavando con acetato de etilo frío y agitando solo 
por 30 seg, el precipitado se lavó nuevamente dos veces con 15 mL de éter etílico frío 
en cada lavado, se agitó por 2 minutos y se centrifugó a 4500 rpm entre lavados, se 
secó el precipitado final y se procedió a realizar análisis y caracterización del péptido 
sintético. 
 
2.2.2  Caracterización analítica de los péptidos sintéticos 
 
Los 37 péptidos fueron caracterizados por cromatografía líquida de alta eficiencia en 
fase reversa a escala analítica en un cromatógrafo Merck-Hitachi L-6200 A (Merck, 
Tokio, Japón) con detector UV-VIS L-4250, se utilizó una columna RP-18 de 125 x 4.6 
mm con un tamaño de partícula de 5 µm a temperatura ambiente y un flujo de 1.0 
mL/min a una longitud de onda de 210nm; los disolventes utilizados como fase móvil 
fueron acetonitrilo (ACN), agua (H20) y ácido trifluoroacético (TFA).  Los péptidos se 
eluyeron en un sistema de gradiente lineal de 0 a 70 % B (A: agua desionizada/0.05% 
TFA, B: acetonitrilo/0.05% TFA) en 45 minutos.  En el cromatógrafo se inyectaron 20 
µL de volumen de la solución del péptido en agua o en una mezcla agua/acetonitrilo; 
dependiendo de la solubilidad del mismo, a una concentración de 1 mg/mL. 
 
Los péptidos que tenían una pureza inferior al 70% determinada por el área bajo la 





eficiencia en fase reversa a escala semipreparativa en un cromatógrafo Merck-Hitachi 
L-6200 A, con detector UV-VIS L-4250, en una columna RP-18 de 250 x 10 mm con un 
tamaño de partícula de 10 µm a temperatura ambiente y una longitud de onda de 210 
nm.  Los péptidos se eluyeron a un flujo de 1mL/min empleando un sistema de 
gradiente lineal (A: agua desionizada/0.05% TFA, B: acetonitrilo/0.05% TFA).  Se 
inyectaron al cromatógrafo 500 µL de volumen de la solución del péptido a una 
concentración de 12 mg/mL, durante la elución se recogieron cada una de las 
fracciones y posteriormente se analizaron por espectrometría de masas MALDI-tof, las 
fracciones seleccionadas de cada péptido se reunieron, liofilizaron y se confirmó el 
grado de pureza por cromatografía líquida de alta eficiencia a escala analítica. 
 
La determinación del masa molecular se realizó por espectrometría de masas MALDI-
tof (Matrix Assisted Laser Desorption of Ions Time of-Flight), en un espectrómetro de 
masas Bruker Daltonics (BkukerDaltonicsInc, Billerica, U. S. A) serie microflex MALDI-
tof. Se utilizó como matriz una solución sobresaturada de ácido α-ciano-4-
hidroxicinámico, la concentración del péptido fue de 5.0 x 10-4 mg/μL, sembrando en 
placa 2.5 μL de una solución que contenía una relación 2.5:18 de péptido y matriz 
respectivamente.  Para el análisis el quipo emplea un haz laser de N2 a una potencia 
de aceleración de 17.5 kV para el modo lineal y a 20 kV para el modo reflectron, a 
337 nm de longitud de onda con pulsos de 3 ns. 
 
2.2.3  Determinación de elementos de estructura secundaria 
por dicroísmo circular (DC) 
El análisis de los elementos de estructura de los péptidos sintetizados se realizó en un 
espectropolarímetro JASCO J-810 (Jasco Corporation, Barcelona, España), bajo las 
siguientes condiciones: se partió de una solución madre con una concentración de 
5x10-4mM en agua desionizada ó en mezcla 1:1 con acetonitrilo grado HPLC; 
dependiendo de la solubilidad del péptido analizado.  La solución de análisis se 
preparó así: 10 µL de la solución stock del péptido, 300 µL de 2,2,2-trifluoroetanol 
(TFE) y 690 µL de agua desionizada.  Después de homogenizar la mezcla se 
transvaso a la celda de cuarzo fundido y se tomó el espectro de dicroísmo circular 
(260-190nm). 
 
Los datos obtenidos se procesaron y el análisis de desconvolución se realizó con los 
programas Selcon3, Cdsstr y Continll; que permitieron estimar los elementos 
estructurales de la muestra por valores numéricos expresados en porcentajes de α-
hélice, hojas  y random-coil u organizadas azarosamente. 
 
 
2.2.4  Radio-marcaje de los péptidos con 125I 
 
El radio-marcaje de los péptidos con Na125I se realizó de acuerdo con técnicas 
descritas [16] donde se adicionó cloramina T y Na125I (100mCi/mL) a la solución de 





sodio.  El péptido radio-marcado se separó de los subproductos de reacción en una 
columna de Sephadex G-10 (The Pharmacia Corporation, New Jersey, U. S. A.). 
 
2.2.5 Ensayos de unión a glóbulos rojos 
 
Los péptidos radio-marcados se utilizaron en el ensayo de interacción receptor-ligando 
o ensayo de unión, para lo cual eritrocitos (2x107) obtenidos de donadores sanos, se 
lavaron con buffer HBS hasta remover todo el plasma.  Los glóbulos rojos se 
incubaron con concentraciones crecientes de péptido radio-marcado (10-200 nM), en 
presencia (unión inespecífica) o ausencia (unión total) de péptido no radio-marcado 
(16 μM).  Las muestras se llevaron a un volumen final de 200 μL con PBS y se 
incubaron por 90 min a temperatura ambiente.  Después de la incubación, las células 
se lavaron dos veces con buffer PBS y la radiación asociada a los eritrocitos se 
cuantifico en un contador gamma.  Los ensayos se realizaron por triplicado.  
 
2.2.6 Ensayos de Inhibición de la invasión in vitro de P. 
falciparum a Glóbulos Rojos humanos por los HABPs 
 
Los péptidos de alta unión de la proteína PfASP, dos péptidos de baja unión de PfASP 
y dos análogos de secuencia desordenada (Scramble) fueron incubados con cultivo de 
P. falciparum sincrónico (Cepa FCB2) en la etapa de esquizontes de 44-45 horas 
aproximadamente, a una parasitemia final de 0.7% y 5% de hematocrito.  Cada 
péptido se trabajó a concentraciones de 200, 100 y 50 µM por triplicado en un volumen 
final de 60 µL. Después de incubar durante 18 a 20 horas a 37 ˚C en atmósfera de 5% 
O2, 5% CO2 y 90% N2, el sobrenadante se retiró centrifugando a 2000 rpm durante 5 
minutos.  Las células fueron entonces marcadas con Hidroetidina a 15ug/mL e 
incubadas a 37 ˚C durante 30 minutos y lavadas 3 veces con PBS 1X, centrifugando 
cada vez a 2000 rpm durante 5 minutos.  Finalmente las células fueron suspendidas 
en 300 µL de PBS filtrado y analizadas en un citómetro de flujo FACScan usando el 
software CellQuest (BectonDickinson, San José, CA, USA).  Los controles utilizados 
fueron eritrocitos infectados tratados con cloroquina y EGTA. 
 
2.3  Resultados y discusión 
 
2.3.1  Síntesis de la proteína y caracterización analítica 
 
Los 37 péptidos no sobrelapados de 20 residuos de longitud que constituyen la 
secuencia completa de la proteína fueron sintetizados en fase sólida por la estrategia 
t-Boc y a cada uno se le designó un número consecutivo de acuerdo con el orden 
serial que se sigue en el Grupo Funcional (GF) Síntesis Química de la FIDIC.  Desde 
el extremo amino al carboxilo de la proteína, cada péptido sintético fue designado del 






Los perfiles cromatográficos y el análisis por espectrometría de masas de cada una de 
las secuencias sintetizadas, permitieron determinar su grado de pureza e integridad y 
de esta manera asignarles un código que se ha establecido en el GF de Síntesis-
Química de la FIDIC, así: aquellos péptidos que presenten una pureza superior al 70% 
determinada por el área bajo la curva por cromatografía liquida y con el peso 
molecular correcto se les asigna el código azul crudo (A), secuencias con pureza 
inferior al 70% se asignan con código azul para purificar (Ap) y establece que el 
péptido debe ser purificado (Figura 2-2).  Aquellas secuencias con pureza mínima o 
que no se logró alcanzar el peso molecular calculado, son designadas como rojo (R) y 


































Figura 2-2  Perfiles cromatográficos y de espectrometría de masas.  1) Péptido 34260 
codificado como Azul, no requiere una purificación previa para ser utilizado en los ensayos de unión B 
Espectro de Masas Peso Teórico 2306-9  2) Péptido 34281 codificado como Azul para purificar B 
Espectro de Masas crudo Peso Teórico 2527.9 D Espectro de Masas puro Peso Teórico, 2527.9.  3) 
Péptido 34292 codificado como Rojo  B Espectro de Masas crudo Peso Teórico, 2458.7 D Espectro de 
Masas péptido 36755 C x T 34292 Peso Teórico, 2456.6.  A y C, cromatogramas. 































La codificación asignada a cada una de los péptidos se registra en la Tabla 2-1 y la 
caracterización por cromatografía y espectrometría de masas de cada uno de los 37 
péptidos sintéticos utilizados en los ensayos de unión en el Anexo 1.  Los péptidos 
que en la primera síntesis fueron codificados como R (34271, 34272, 34275, 34276, 
34279, 34282, 34283, 34292, 34293 y 34294) se sintetizaron por segunda vez 
cambiando la estrategia sintética; estos cambios se realizan evaluando el 
comportamiento sintético de cada una de las secuencias a fin de realizar cambios en 
la estrategia en aquellos residuos que presentan mayor dificultad; estos cambios son 

































Tabla 2-1  Péptidos sintéticos de la proteína PfASP.  Péptidos sintéticos de 20 residuos de 
longitud no sobrelapados correspondientes a la secuencia completa de la proteína Apical Sushi Protein 
(ASP) de Plasmodium falciparum.  Se adiciono el residuo tirosina (Y) en el extremo carboxilo terminal a 
las secuencias que no contenían este aminoácido.  El código fue asignado de acuerdo con los resultados 
de los análisis por cromatografía analítica y por espectrometría de masas, A (péptido crudo con una 





purificado antes de utilizarlo en los ensayos de unión) y R (péptido crudo con un grado de pureza mínimo 
y/ó no alcanzo el peso molecular esperado, se sintetizan nuevamente bajo condiciones sintéticas 
diferentes al protocolo estándar). 
En el caso de secuencias que contenían el aminoácido cisteína dentro de la secuencia 
(34271, 34292 y 34294) se cambió el residuo de cisteína por un residuo de Treonina 
como estrategia para obtener la secuencia deseada tal y como se ha establecido en el 
GF para el caso de secuencias que contengan residuos de cisteína los cuales son 
susceptibles a oxidación del grupo tiol de la cisteína, lo cual en la mayoría de los casos 
dificulta la caracterización de estas moléculas por cromatografía líquida en fase 
reversa.  Bajo estas consideraciones cada uno de los 37 péptidos sintéticos que 
constituyen la secuencia total de la proteína PfASP fueron sintetizados y 
caracterizados a fin de asegurar una pureza superior al 70% lo cual cumple con los 
estándares de calidad para ensayar estos péptidos en los estudios de unión a GR. 
 
2.3.2  Determinación de péptidos de alta unión a glóbulos rojos 
humanos, HABPs de PfASP 
 
Los ensayos de unión a glóbulos rojos de cada uno de los péptidos que conforman la 
proteína PfASP mostraron los perfiles clásicos de estos ensayos como son: péptidos 
que no se unen (ej. Péptido 34278), péptidos que se unen de manera inespecífica (ej. 
























Figura 2-3  Perfiles de unión de péptidos de PfASP a glóbulos rojos.  En el ensayo 
se encontraron péptidos que no se unen Péptido 34278, péptidos que se unen de manera inespecífica 






El HABP 34259 se encuentra localizado en el extremo N-terminal de la proteína 
PfASP, los HABPs 34271 y 34273 se localizan cerca de la región central de la proteína 
y el 34290 en el extremo C-terminal, región en la cual se encuentra alta homología con 
los dominios Sushi [17].  Se determinó que los HABPs 34259 y 34273 presentan un 
mayor porcentaje de unión a los glóbulos rojos sugiriendo que para estos dos péptidos 
pueden existir más sitios de unión por receptor y/o que se unen a más de un receptor 
en el glóbulo rojo de acuerdo con estudios previos que demuestran que un péptido se 
puede unir sobre uno o más receptores y que a su vez puede existir un número mayor 
de sitios de unión específicos para determinadas secuencias [18]. 
 
Los ensayos de unión establecieron que existen cuatro péptidos que se unen con alta 
capacidad de unión a los glóbulos rojos, estos cuatro HABPs son: 34259 
21KENKNDNFLNGIYKLQNIWR40, 34270 241LFESEGSCYLMEKLFKKLSE260, 34273 































Figura 2-4  Perfil de unión a glóbulos rojos de los péptidos sintéticos de la 
proteína PfASP.  Los residuos de tirosina en rojo se adicionaron a las secuencias que no contenían 
este aminoácido, el cual es necesario para realizar el respectivo marcaje.  Los residuos de cisteína en rojo 






Los alineamientos a secuencias homólogas en otras especies del genero Plasmodium 
confirman la existencia de secuencias de genes ortólogos que codifican para la 
proteína Sushi, así como también estos análisis mostraron que existe homología entre 
las secuencias de los HABPs determinados y sus ortólogos en las especies P. yoelii, 











































Alignment length : 21
Residues conserved for 90 % or more (upper-case letters) : 0 is 0.00 %
Residues conserved for 50 % and less than 90 % (lower-case letters) : 11 is 52.38 %
Residues conserved less than 50 % (white space) : 9 is 42.86 %
IV conserved positions (!) : 0 is 0.00 %
LM conserved positions ($) : 0 is 0.00 %
FY conserved positions (%) : 0 is 0.00 %
NDQEBZ conserved positions (#): 1 is 4.76 %
Sequence 0001 : Pf22_4134259 ( 20 residues).
Sequence 0002 : Pyxxxx1 ( 20 residues).
Sequence 0003 : Pbxxxx2 ( 20 residues).
Sequence 0004 : Pchxxx3 ( 20 residues).
Sequence 0005 : Pvxxxx4 ( 21 residues).
Sequence 0006 : Pkxxxx5 ( 20 residues).
Péptido 34259












Alignment length : 21
Residues conserved for 90 % or more (upper-case letters) : 10 is 47.62 %
Residues conserved for 50 % and less than 90 % (lower-case letters) : 2 is 9.52 %
Residues conserved less than 50 % (white space) : 6 is 28.57 %
IV conserved positions (!) : 0 is 0.00 %
LM conserved positions ($) : 1 is 4.76 %
FY conserved positions (%) : 1 is 4.76 %
NDQEBZ conserved positions (#): 1 is 4.76 %
Sequence 0001 : Pf241_26134270 ( 21 residues).
Sequence 0002 : Pvxxxx4 ( 21 residues).
Sequence 0003 : Pkxxxx5 ( 21 residues).
Sequence 0004 : Pyxxxx1 ( 21 residues).
Sequence 0005 : Pchxxx3 ( 21 residues).
Sequence 0006 : Pbxxxx2 ( 21 residues).
Péptido 34270
10        20

















































Figura 2-5  Alineamientos de múltiples secuencias para los HABPs de PfASP.  
http://npsa-pbil.ibcp.fr/cgi-bin/align_multalin.pl 
 
Existen porcentajes de identidad moderada entre los fragmentos peptídicos analizados 
para las diferentes secuencias de PfASP y sus ortólogos con porcentajes de 
homología significativas para cada una de las cuatro secuencias de los HABPs debido 
a la presencia de una gran cantidad de residuos conservados, la cual es notablemente 
mayor para los HABPs 34270 y 34290 donde el porcentaje de residuos conservados 
para más del 90% de los residuos alineados es de cerca del 50%.  Un desglose global 




Alignment length : 14
Residues conserved for 90 % or more (upper-case letters) : 3 is 21.43 %
Residues conserved for 50 % and less than 90 % (lower-case letters) : 10 is 71.43 %
Residues conserved less than 50 % (white space) : 0 is 0.00 %
IV conserved positions (!) : 0 is 0.00 %
LM conserved positions ($) : 0 is 0.00 %
FY conserved positions (%) : 0 is 0.00 %
NDQEBZ conserved positions (#): 1 is 7.14 %
Sequence 0001 : Pf301_32034273 ( 14 residues).
Sequence 0002 : Pyxxxx1 ( 14 residues).










Alignment length : 20
Residues conserved for 90 % or more (upper-case letters) : 10 is 50.00 %
Residues conserved for 50 % and less than 90 % (lower-case letters) : 2 is 10.00 %
Residues conserved less than 50 % (white space) : 7 is 35.00 %
IV conserved positions (!) : 0 is 0.00 %
LM conserved positions ($) : 0 is 0.00 %
FY conserved positions (%) : 1 is 5.00 %
NDQEBZ conserved positions (#): 0 is 0.00 %
Sequence 0001 : Pf641_66034290 ( 20 residues).
Sequence 0002 : Pyxxxx1 ( 20 residues).
Sequence 0003 : Pbxxxx2 ( 20 residues).
Sequence 0004 : Pchxxx3 ( 20 residues).
Sequence 0005 : Pvxxxx4 ( 20 residues).
Sequence 0006 : Pkxxxx5 ( 20 residues).
Péptido 34290
10         20














El péptido HABP 34270 contiene 11 residuos conservados (52,38%) y 9 residuos 
menos conservados (42,86%), mientras que el HABP 34270 es 47,62 idéntico para 10 
residuos y 38,09% (8 residuos) son conservados.  Interesantemente al comparar la 
secuencia del HABP 34273 entre las especies P. falciparum, P. yoelii y P. berghei, 
muestra que 3 de 14 residuos son idénticos (21,43%) y 10 de estos (71,43%) son 
conservados.  Esto representa un valor importante pensando en experimentos 
funcionales posteriores.  Por otra parte el HAPB 34290 (ubicado en la porción C-
terminal de PfASP) es 50% idéntico entre las seis secuencias comparadas (10 
residuos) y 9 residuos son conservados (45 %) lo cual demuestra el alto grado de 
conservación del motivo Sushi presente en parte de este fragmento.  
 
Estos resultados soportan la propuesta de realizar estudios de actividad funcional 
inmunológica in vivo en el modelo murino susceptible a la infección con Plasmodium 
en ensayos con péptidos derivados de la proteína PfASP. 
 
2.3.3  Determinación de los elementos de estructura de los 
HABPs de PfASP por Dicroísmo Circular 
 
El análisis de los elementos de estructura de los HABPs por dicroísmo circular mostró 
una tendencia alfa helicoidal en cada uno de ellos, a 190 nm se observa el máximo 
característico para este tipo de estructuras, así como los dos mínimos alrededor de 
210 y 220 nm (Figura 2-6).  Este comportamiento es más definido cuando el ensayo 
se realiza en TFE al 30%; sin embargo se puede observar que la tendencia se 
















Figura 2-6  Dicroísmo circular de los HABPs de PfASP.  A) Espectros de dicroísmo 
circular de cada uno de los cuatro HABPs en TFE al 30%, B) Espectros de dicroísmo circular de cada uno 
de los cuatro HABPs en Agua. 
 
En la Tabla 2-2 se registran los resultados de las desconvoluciones realizadas en 
cada uno de los tres programas, aquí se observa que el porcentaje de elementos de 
estructura en cada uno de los cuatro HABPs corresponde a estructuras del tipo hélice 






















Tabla 2-2  Desconvolución HABPs de PfASP.  En rojo se resaltan los porcentajes de 
elementos de estructura determinados por cada uno de los tres programas y en cada uno de los ensayos 
de agua o TFE al 30%. 
 
2.3.4  Inhibición de la invasión in vitro de P. falciparum a 
glóbulos rojos humanos por los HABPs 
 
El papel funcional de los HABPs de la proteína ASP durante el ciclo eritrocítico del 
parasito se evaluó determinando su capacidad para inhibir la invasión en ensayos in 
vitro.  Los resultados de este ensayo Figura 2-7, mostraron que cada uno de los 
cuatro HABPs inhiben el proceso de invasión y que esta es dependiente de la 
concentración del péptido, los HABPs a una concentración de 200 µM inhiben la 
















Figura 2-7  Inhibición de la invasión.  HABPs 34259, 34270, 34273 y 34290.  38208 péptido 
scramble de 34259.  38207 péptido scramble de 34273.  Péptidos de baja capacidad de unión 34267 y 
34288. 
H (r) H (d) S (r) S (d) Turn Unrd
34259 AGUA 0,000 0,642 0,000 0,137 0,221 0,000
34259 TFE 0,682 0,294 0,000 0,024 0,000 0,000
34270 AGUA 0,564 0,436 0,000 0,000 0,000 0,000
34270 TFE 0,945 0,055 0,000 0,000 0,000 0,000
34273 AGUA
34273 TFE 0,631 0,369 0,000 0,000 0,000 0,000
34290 AGUA 0,006 0,425 0,000 0,148 0,174 0,248
34290 TFE 0,657 0,336 0,000 0,007 0,000 0,000
34259 AGUA 0,283 0,248 0,042 0,123 0,125 0,183
34259 TFE 0,409 0,269 0,030 0,101 0,077 0,110
34270 AGUA 0,331 0,255 0,031 0,121 0,106 0,162
34270 TFE 0,411 0,256 0,019 0,107 0,082 0,120
34273 AGUA
34273 TFE 0,343 0,264 0,044 0,122 0,085 0,150
34290 AGUA -0,007 0,085 0,279 0,148 0,205 0,321
34290 TFE 0,426 0,273 0,033 0,102 0,081 0,087
34259 AGUA 0,072 0,147 0,171 0,075 0,206 0,370
34259 TFE 0,603 0,233 -0,002 -0,001 0,053 0,156
34270 AGUA 0,524 0,230 0,018 0,027 0,113 0,228
34270 TFE 0,613 0,236 0,000 0,000 0,052 0,156
34273 AGUA
34273 TFE 0,527 0,228 0,016 0,026 0,113 0,226
34290 AGUA -0,025 0,087 0,129 0,114 0,265 0,456














En contraste los péptidos scramble 38208 derivado del 34259 y el 38207 derivado del 
34273; al igual que péptidos de PfASP con baja capacidad de unión como el 34267 y 
el 34288 presentaron un muy bajo porcentaje de inhibición de la invasión. 
 
2.4  Conclusiones 
 
La proteína PfASP de Plasmodium falciparum posee cuatro péptidos de alta capacidad 
de unión al glóbulo rojo, los cuales son capaces de inhibir la invasión en ensayos in 
vitro de manera dosis dependiente, tres de ellos (34259, 34273 y 34290) en 
porcentajes entre 40-50% y uno de solamente el 20% (34270).  Estos valores 
sugirieren que puede existir un papel de regiones peptídicas discretas de PfASP en el 
proceso de invasión del Plasmodium al glóbulo rojo.  Adicionalmente en los 
experimentos de dicroísmo circular se encontró que estos HABPs tiene una tendencia 
α-helicoidal en su estructura secundaria pues contienen un alto porcentaje de 
elementos tipo hélice-, los cuales se estabilizan en presencia de TFE al 30%. 
 
Los estudios bioinformáticos permitieron establecer que existe identidad y homología 
significativa entre las secuencias de estos HABPs con otras especies de Plasmodium, 
especialmente en aquellas que infectan al modelo murino.  Esto sugiere la posibilidad 
de realizar estudios in vivo de la capacidad antigénica e inmunogénica de péptidos 
análogos de la proteína PfASP. 
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3.  Determinación de residuos críticos para la unión de 
péptidos de PfASP a glóbulos rojos humanos - Diseño 
de análogos modificados a partir de HABPs 
 
3.1  Marco teórico 
 
Durante los últimos 30 años la Fundación Instituto de Inmunología de Colombia ha 
fijado como objetivo desarrollar una vacuna sintética basada en componentes 
multiantigénica, multiestadío dirigida contra los estadios sanguíneos y hepáticos del 
parasito causante de la malaria, Plasmodium falciparum.  El estudio de las proteínas 
del Plasmodium involucradas en el proceso de invasión al glóbulo rojo o a las células 
hepáticas, ha permitido el desarrollo de una metodología encaminada a cumplir con 
este objetivo.  Es así como el primer paso consiste en el análisis experimental 
mediante ensayos del tipo receptor ligando con péptidos derivados de la proteína que 
se considera vital en el proceso de invasión, bien sea a glóbulos rojos o a células 
hepáticas; con este primer diseño experimental se identifican los péptidos con alta 
afinidad de unión HABPs, de sus siglas en inglés High Activity Binding Peptides. 
 
A estos péptidos HABPs se les han determinado los residuos críticos en la unión a sus 
células receptoras por ensayos de competición entre el respectivo HABP y sus 
análogos de glicina, determinando como residuos críticos aquellos en los cuales la 
unión especifica se ve disminuida en por lo menos un 50% al competir con el péptido 
original a diferentes concentraciones [1-3].  Estos HABPs adicionalmente han 
mostrado tres tipos de comportamientos en ensayos de inhibición de la invasión del 
parasito en cultivos in vitro, algunos han inhibido la invasión del merozoito pero no su 
desarrollo en el ciclo, otros son capaces de inhibir tanto la invasión como el desarrollo 
del merozoito en tanto que otros no han tenido efecto alguno sobre el cultivo [4-7]. 
 
El análisis del polimorfismo de los HABPs mostró que algunos tienen secuencias de 
aminoácidos conservadas y otras variables, adicionalmente próximas a las regiones 
conservadas se encontró un alto polimorfismo genético, que posiblemente es utilizado 
por el parasito como un mecanismo distractor para evadir la respuesta inmune, es así 
como el desarrollo racional y lógico de una vacuna contra la malaria se ha centrado en 
producir una respuesta inmune protectiva contra las regiones conservadas [8].  Los 
HABPs conservados se han designado como inmunológicamente silencios (es decir, 
no son vistos por el sistema inmune), y por tanto, en condiciones naturales de 
infección no producen anticuerpos, respuesta celular o inmune protectiva contra ellos.  





inmune durante la infección natural) induciendo altos niveles de anticuerpos 
específicos. 
 
3.1.1  Epítopes, determinantes antigénicos y marcos de lectura 
en el HLA (MHC-II) 
 
El Complejo Mayor de Histocompatibilidad (MHC) es una familia de genes de 
antígenos ubicados en una región específica del brazo corto del cromosoma 6 humano 
y en el cromosoma 17 del ratón de un tamaño de 3,6 mega pares de bases.  En 
humanos esta región del complejo de genes se conoce como el HLA (antígenos 
leucocitarios humanos) cuya función está directamente relacionada con procesos de 
aceptación o rechazo de injertos de tejidos así como también en la expresión de 
moléculas implicadas en la presentación de antígenos foráneos al sistema 
inmunológico del hospedero por parte de células profesionales fagocíticas 
presentadoras de antígeno (APC) a linfocitos T y B. 
 
La región del HLA codifica para una multitud de moléculas implicadas en la defensa 
por parte del hospedero como son las implicadas en las vías de presentación de 
antígenos vías clase I y clase II, además de los denominados de clase III y factores 
asociados al procesamiento de antígenos vía clase II como lo es la molécula 
chaperona denominada DM, cuya función es catalizar el intercambio de un péptido 
endógeno proveniente de la cadena invariante i denominado CLIP que ocupa 
temporalmente a la molécula MHC-II por un péptido antigénico foráneo que 
posteriormente será presentado en la superficie celular a los linfocitos T o B.  Además, 
esta región codifica para las moléculas asociadas al complemento, proteínas de 
choque térmico y proteínas traslocadoras de antígenos (TAP) al retículo 























Figura 3-1  Vías de presentación antigénica.  Los antígenos endógenos se presentan vía 
clase I mientras que aquellos que llegan por vías exógenas como los de parásitos como el Plasmodium se 






El locus del HLA de clase II, codifica para diferentes alelos relacionados con la 
presentación antigénica denominados DP, DQ y DR, estos últimos asociados con la 
presentación de antígenos del Plasmodium asociados con protección frente a la 
malaria tal como ha sido ampliamente descrito en los trabajos recientes del Profesor 
Patarroyo y colaboradores [8, 9]. 
 
Por otra parte, es importante recordar que las moléculas presentadoras de antígeno 
clase-II están conformadas por una molécula homodimérica, la cual una vez carga al 
antígeno epitópico formando un complejo bimolecular que viaja en vesículas lipídicas 
desde el citosol hasta la superficie celular de la APC.  El homodímero HLA-II está 
conformado por dos cadenas polipeptídicas que a su vez contienen dos cadenas 
denominadas  y , las cuales se estructuran tridimensionalmente de tal manera que 





















Figura 3-2  Molécula de MCH-II.  A.  Representación esquemática y estructural del homodímero 
constituido por las cadenas  y .  El lugar de unión al antígeno forma un nicho constituido por las 
cadenas 1 y 1 provenientes de cada cadena.  B.  El esquema de la vista superior de la molécula MHC-
II, muestra los bolsillos de unión 1 a 9 donde se albergan residuos específicos del antígeno de acuerdo a 
su marco de lectura por el MHC. Figura adaptada de: http://www.med.unne.edu.ar/catedras 
/bioquimica/image011_0000.jpg 
 
Los antígenos que se presentan vía clase II normalmente poseen una longitud 
promedio de 18 a 24 residuos de longitud y conforme a la presencia de marcos de 
lectura pueden anclarse a los bolsillos de unión 1 a 9 de la molécula del HLA-II.  Este 
anclaje obedece a normas moleculares específicas que permiten la unión del epítope 
antigénico para ser posteriormente presentado, una de estas implica la formación de 
entre 12 a 15 puentes de hidrógeno establecidos entre la molécula del MHC-II y el 
esqueleto peptídico del antígeno. 
 
En este contexto, la identificación de residuos críticos en los HABPs de las regiones 
conservadas y el reemplazo de los mismos han sido la clave para buscar una 
respuesta inmune que rompa el llamado silencio inmunológico de estos HABPs; es así 
como los residuos críticos en los HABPs conservados deben ser reemplazados por 
otros que tengan masa, volumen y superficie similar pero polaridad opuesta.  Los 
siguientes pares de aminoácidos pueden ser mutuamente sustituidos F       R, W       Y, 
L       H, I        N, M       K, P       D, Q       E, C      T, S, A y G por ser los aminoácidos 





más pequeños deben ser considerados de manera diferente.  Los cambios realizados 
bajo estas consideraciones, en los aminoácidos críticos; al parecer son capaces de 
romper el denominado silencio inmunológico de las secuencias de unión conservadas 
[10]. 
 
Otra estrategia derivada de esta aproximación consiste en identificar o incluir 
sistemáticamente posibles marcos de lectura (Reading frames) teóricos por parte de 
una molécula o alelo del HLA-DR, DP o DQ sobre un antígeno dado y realizar el 
diseño de antígenos modificados bien sea a partir de HABPs o de la secuencia nativa. 
Con esta estrategia se espera lograr antígenos que se ajusten adecuadamente a los 
bolsillos de unión de los diferentes alelos del HLA y así dirigir su posible presentación 
al receptor de células T de linfocitos T ayudadores CD4+. 
 
Estos reemplazos deben ser realizados de tal manera que no se afecte la longitud del 
péptido y la orientación de los residuos a nivel de su estructura tridimensional de tal 
forma que se puedan inducir respuestas inmunitarias no deseadas como pueden ser 
repuestas de corta vida o algunas de larga vida pero no protectiva; es importante 
recalcar que las diferencias en un solo aminoácido pueden alterar la inmunogenicidad 
y capacidad protectora de un péptido. [11-12]. 
 
3.2  Metodología 
 
3.2.1  Síntesis y caracterización de análogos de glicina 
derivados de secuencias de PfASP 
 
A cada uno de los cuatro HABPs (34259, 34270, 34273 y 34290) se le sintetizaron sus 
respectivos análogos de glicina, para lo cual cada residuo de la secuencia del 
respectivo HABP se reemplazó por un residuo de glicina; es decir que para cada 
HABP se sintetizaron 20 péptidos análogos de glicina. 
 
Los péptidos análogos de glicina se sintetizaron en fase sólida empleando la estrategia 
de síntesis t-Boc/Bzl.  Como soporte polimérico se empleó la resina Metil-
bencidrilamina (MBHA) de sustitución 0.5 meq/g.  Los disolventes empleados en la 
síntesis fueron N,N’-dimetilformamida (DMF), 1-metil-2-pirrolidona (NMP), 
diclorometano (DCM) e isopropanol (IPA).  Los activadores usados fueron N,N´-
diciclohexilcarbodiimida (DCC), 1-hidroxibenzotriazol (HOBt) y tetrafluoroborato de O-
(1H-Benzotriazol-1-yl)-N,N,N’,N’-tetrametiluronio (TBTU). 
 
Los L-α-aminoácidos (Boc-aminoácidos) empleados durante la síntesis tenían el grupo 
α-amino protegido con el grupo ter-butiloxicarbonilo (t-Boc).  Los grupos protectores de 
las cadenas laterales, fueron: Ácido Aspártico (D) y Ácido Glutámico (E) O-Bencilo (O-
Bzl), Cisteína (C) Metilbencilo (p-MeBzl), Treonina (T) y Serina (S) Bencilo (Bzl), Lisina 
(K) Cloro-Z (2-Cl-Z), Triptofano (W) Formilo (For), Asparagina (N) y Glutamina (Q) 
Xantil (Xan), Arginina (R) (Tos), la Histidina (H) el Dinitrofenilo (Dnp), Tirosina (Y) 2-Br-
Benciloxicarbonilo (2-Br-Z); los otros aminoácidos usados no tenían grupo protector en 






La desprotección del grupo t-Boc se realizó con ácido trifluoroacético (TFA) al 40% en 
DCM y la neutralización del grupo α-amino con lavados de di-isopropiletilamina (DIEA) 
al 5% en DCM. 
 
Al iniciar la síntesis la resina se hincho por 1 hora con DCM y a continuación se 
realizaron 4 lavados de 15 min cada uno con una solución de DIEA al 5% para 
neutralizarla.  La activación del grupo carboxilo se realizó dependiendo de la estrategia 
de acople de la siguiente manera: en la primera estrategia se usó DCC y HOBt (1:1) 
en DMF manejando 5 excesos; se realizó el ensayo de Kaiser para verificar la 
eficiencia del acople, si el ensayo indicaba que aún existían aminos libres, se realizó 
un segundo ciclo de acople cambiando la estrategia de activación utilizando DCC 
disuelto en DCM, en este caso paro un doble acople de aminoácidos como asparagina 
y glutamina; estos aminoácidos obligatoriamente tenían su cadena lateral protegida.  
En acoples que requirieron un tercer ciclo de acuerdo con los ensayos de Kaiser, la 
activación del grupo carboxilo del aminoácido a acoplar se realizó con TBTU y DIEA 
(1:2) en NMP con 5 excesos, en aquellos casos donde estas estrategias no fueron 
suficientes para acoplar el aminoácido de interés, se escogió el activador con el cual el 
porcentaje de acople fue mayor y se realizaron cambios en el solvente de acople 
utilizando una mezcla, así: DMF: NMP: DCM: Tritón X-100. 
 
Finalizado el proceso de síntesis, los análogos de glicina del HABP 34273 que 
contenían histidina dentro de la secuencia; la cual estaba protegida en su cadena 
lateral por el grupo dinitrofenil (DNP), se les removió el grupo DNP antes de la 
desprotección de las demás cadenas laterales y del desanclaje del péptido de la 
resina.  Mediante el proceso de tiólisis se realizó la desprotección del grupo DNP así: 
se preparó una solución al 20% de Tiofenol en DCM: DMF (1:1). 
 
En un reactor se colocaron las bolsas de los péptidos que contenían este aminoácido 
en su secuencia y se adiciono la solución de tiólisis en una relación de 14 mL por cada 
900 mg de resina péptido, se agitó por una hora y se desechó la solución.  A 
continuación se realizaron lavados así: dos por dos minutos con DMF, un lavado con 
IPA por un minuto y dos lavados más cada uno de dos minutos con DMF.  Se adicionó 
de nuevo solución de tiólisis y se agitó por dos horas más, se desechó la solución y se 
realizaron los lavados descritos anteriormente.  Nuevamente se adicionó solución de 
tiólisis y se agitó por cuatro horas más, al finalizar este tiempo la solución estaba 
completamente translucida y así se dio por terminado el proceso de desprotección de 
la histidina. 
 
La bolsas fueron lavadas cinco veces por un minuto con DCM, cinco veces por un 
minuto con IPA alternando con cinco lavados de un minuto cada uno con DCM, cinco 
lavados de DMF alternados con cinco lavados de IPA cada uno de un minuto y se 
finalizaron los lavados con diez de DCM cada uno de un minuto. 
 
Se desprotegió la función amino del último aminoácido acoplado en todos los péptidos 
y las bolsas de resina péptido completamente secas se sometieron al proceso de 
desprotección de las cadenas laterales, para lo cual se preparó un coctel de 





solución por cada 900 mg de resina-péptido (es decir 35 mL por cada bolsa de 300 mg 
de resina inicial); las bolsas se introdujeron en este coctel y se dejaron reaccionar por 
2 horas con agitación constante a una temperatura de 0 °C. 
 
Finalizado el tiempo de reacción, se dispuso de la solución de manera adecuada 
(residuos ácidos de HF) y se lavaron las bolsas así: cinco lavados con DCM a 0 °C de 
un minuto cada uno, 5 lavados con IPA alternados con 5 lavados con DCM de un 
minuto cada uno.  A continuación cinco lavados de un minuto cada uno con DMF y por 
último 10 lavados de un minuto cada uno con DCM.  Las bolsas se secaron para llevar 
a cabo el procedimiento de desanclaje de la resina como se describe a continuación. 
 
En cada reactor se introdujo una bolsa de resina péptido y se adicionaron 150 μL de p-
Cresol por cada 900 mg de resina-péptido.  Se condensó HF de manera que el nivel 
de la solución estuviera por encima del de las bolsas, la reacción de desanclaje se 
llevó a cabo en una rampa de temperaturas así: por 30 minutos a una temperatura de -
15 °C en un baño de hielo seco e IPA, a continuación se cambió el baño de reacción 
por uno a 0 °C y se dejó en reacción por una hora. 
 
Finalizado el tiempo de reacción, se evaporó por completo el HF y se realizó la 
extracción del péptido así: se adicionaron 5mL de éter etílico frío a cada uno de los 
reactores, se agitó vigorosamente y este lavado de éter fue transferido a un tubo 
Falcon® de 50 mL, se centrifugó a 4500 rpm por 5 min y se descartó el sobrenadante.  
Se realizaron dos lavados más a cada uno de los reactores, de 2 min cada uno con 2 
mL de TFA al 100% agitando fuertemente entre lavados y transfiriendo el 
sobrenadante al Falcon®; posteriormente se repitió el procedimiento con éter etílico 
frío, recolectando nuevamente el sobrenadante.  En el Falcon® de recolección se 
completó a volumen de 45 mL con éter etílico frío y se dejó a 0°C por 10 min. 
Posteriormente se centrifugó a 4500 rpm por 5 min y se descartó el sobrenadante; el 
precipitado se resuspendió en 15 mL de éter etílico, se agitó por 1 min, se centrifugó 
por 5 min a 4500 rpm y se descartó nuevamente el sobrenadante; se repitió este 
último procedimiento lavando con acetato de etilo frío y agitando solo por 30 seg; el 
precipitado se lavó nuevamente dos veces con 15 mL de éter etílico frío en cada 
lavado, se agitó por 2 minutos y se centrifugó a 4500 rpm entre lavados; por último se 
secó el precipitado final y se procedió a realizar la identificación, análisis y el control de 
calidad de cada uno de los análogos de glicina. 
 
La pureza de los análogos sintetizados se determinó por cromatografía liquida de alta 
eficiencia a escala analítica, usando un cromatógrafo Merck-Hitachi L-6200 A (Merck, 
Tokio, Japón) con detector UV-VIS L-4250 a una longitud de onda de 210nm, columna 
RP-18 de 125 x 4.6 mm con un tamaño de partícula de 5 µm, a temperatura ambiente 
y un flujo de 1.0 mL/min.  Los disolventes utilizados como fase móvil fueron acetonitrilo 
(ACN):agua (H20): ácido trifluoroacético (TFA).  Los péptidos se eluyeron en un 
sistema de gradiente lineal de 0 a 70 % B (A: Agua desionizada 0.05% TFA), (B: 
acetonitrilo 0.05% TFA) en 45 minutos.  En el cromatógrafo se inyectaron 20 µL de 






Aquellos péptidos que tuvieron una pureza inferior al 70% determinada por 
cromatografía, se purificaron por cromatografía líquida de alta eficiencia en fase 
reversa a escala semipreparativa, usando un cromatógrafo Merck-Hitachi L-6200 A, 
con detector UV-VIS L-4250 a una longitud de onda de 210nm, columna RP-18 de 250 
x 10 mm con un tamaño de partícula de 10 µm, a temperatura ambiente.  Los péptidos 
se eluyeron a un flujo de 1mL/min, empleando un sistema de gradiente lineal (A: Agua 
desionizada/0.05% TFA), (B: Acetonitrilo/0.05% TFA).  En el cromatógrafo se 
inyectaron 500 µL de la solución del péptido a una concentración de 12 mg/mL, 
durante la elución se recogieron cada una de las fracciones y posteriormente se 
analizaron por espectrometría de masas MALDIF-tof (Matrix Assisted Laser Desorption 
of Ions Time of Flight), las fracciones seleccionadas de cada péptido se reunieron, 
liofilizaron y se determinó el grado de pureza por cromatografía líquida de alta 
eficiencia a escala analítica. 
 
La caracterización por espectrometría de masas con desorción iónica provocada por 
láser y asistida por matriz con detección de tiempo de vuelo MALDI-tof, se realizó en 
un espectrómetro de masas Bruker Daltonics (Bkuker Daltonics Inc, Billerica, U. S. A) 
Serie microflex MALDI-tof.  Se empleó como matriz una solución sobresaturada de 
ácido α-ciano-4-hidroxicinámico.  La concentración del péptido fue de 5.0 x 10-4 mg/μL, 
sembrando en placa 2.5 μL de una solución que contenía una relación 2.5:18 de 
péptido y matriz respectivamente.  
 
3.2.2  Determinación de elementos de estructura secundaria 
por dicroísmo circular - DC 
 
El análisis de los elementos de estructura secundaria de los análogos de glicina de 
cada HABP, se realizó en el espectropolarímetro JASCO J-810 bajo las siguientes 
condiciones: se preparó una solución madre pesando 0.20 mg de péptido y 
disolviéndolo en el volumen de solvente calculado para obtener una concentración de 
5 x10-6 M.  El solvente empleado se escogió según la solubilidad del péptido, sea en 
agua destilada, desionizada y microfiltrada (H2Odes) o en mezcla 1:1 con acetonitrilo 
grado HPLC.  Posteriormente se preparó la mezcla del péptido en un tubo de micro 
centrífuga de 1.5 mL adicionando primero 10µL de la solución madre del péptido, 
luego 300µL de 2,2,2-trifluoroetanol (TFE) y por último 690 µL de H2Odes.  Se 
homogenizó la mezcla, se transvasó a la celda de cuarzo fundido y se tomó el 
espectro de dicroísmo circular (260-190nm). 
 
Una vez obtenido el espectro de dicroísmo circular, se procesaron los datos por el 
software del equipo: de los datos crudos se eliminó un blanco (TFE 30% en agua) y el 
espectro resultante se suavizó.  Mediante la misma herramienta informática se realizó 
un procesado de los datos para cambiar las magnitudes obtenidas, de 
milidegradientes (mdeg) a elipticidad molar (Molar Ellipticity). Por último se extraen los 
resultados procesados en valores de longitud de onda (cada 0.2 nm) y elipticidad 
molar para realizar la deconvolución empleando los programas Selcon3, Cdsstr y 





numéricos expresados en porcentajes de α-hélices, hojas ß y random coil u 
organizado al azar. 
 
3.2.3  Ensayos de competición de la unión de péptidos nativos 
de PfASP vs análogos radiomarcados 
 
Mediante ensayos de competición se determinaron los residuos críticos involucrados 
en la unión del péptido al eritrocito.  Cada uno de los péptidos análogos de glicina del 
HABP fue ensayado con eritrocitos humanos (1 x 108), los cuales se incubaron por 1 
hora a temperatura ambiente con el HABP radio-marcado (20 µM) y con 
concentraciones crecientes (12– 60 µM) de cada péptido análogo no radio-marcado.  
 
Los eritrocitos se lavaron por cinco veces con 25 volúmenes de PBS.  Este ensayo se 
realizó por triplicado y se consideraron como residuos críticos aquellos que al ser 
reemplazados por glicina no fueron capaces de inhibir la unión del péptido radio-
marcado en al menos un 50 %. 
 
3.2.4  Diseño y síntesis de análogos modificados con base en 
la estructura primaria de PfASP 
 
En esta investigación, el diseño de análogos modificados se realizó tomando como 
base la predicción de posibles marcos de lectura para sitios de unión de cada uno de 
los HABPs a los bolsillos 1 a 9 de la molécula del complejo mayor de 
histocompatibilidad como se describió anteriormente.  La razón por la cual se optó por 
este doble procedimiento obedece a que no todos los HABPs derivados de PfASP 
presentaron residuos críticos en la unión a glóbulo rojos humanos. 
 
Cada uno de los péptidos diseñados y el HABP original o nativo fueron sintetizados 
adicionando un residuo de glicina y cisteína tanto en el extremo carboxilo como en el 
extremo amino; a fin de polimerizar estas secuencias y ensayarlas posteriormente en 
el modelo murino in vivo 
 
La síntesis y la caracterización de cada uno de los péptidos poliméricos se realizaron 
de acuerdo como se describió en 3.2.2., adicionando un residuo de glicina y cisteína 
en los extremos amino y carboxilo de la respectiva secuencia. 
 
3.2.5  Polimerización y caracterización de las secuencias 
monoméricas de péptidos derivados de PfASP 
 
Cada uno de los péptidos poliméricos fue sometido a un proceso de oxidación y 
diálisis para obtener el respectivo polímero de la siguiente manera. 
 
Se disolvió el péptido monomérico a una concentración de 6 mg/mL en agua destilada 
y desionizada, se ajustó la solución del péptido a un pH alrededor de 7,4 usando 





Posteriormente, la solución se mantuvo en agitación constante en una atmosfera de 
oxigeno (99,0% de pureza), el seguimiento de la reacción de polimerización se realizó 
con la prueba de Ellman para determinar grupos tiol libres. 
 
La prueba de Ellman se realizó de la siguiente manera: en un tubo eppendorf se 
adicionaron 10 µL de buffer fosfato salino (PBS), 5 µL de reactivo de Ellman [ácido 
5,5’-ditio-bis-(2-nitrobenzoico) en metanol] y 5 µL de solución de péptido, se agitó y se 
observó el desarrollo del color amarillo debido a la formación del complejo 
característico del anión tionitrobenzoato cuando hay grupos tiol libres.  Ésta reacción 
se llevó a cabo cada hora, y se detuvo la reacción de oxidación cuando el ensayo de 
Ellman fue negativo (solución incolora). 
 
Finalizada la reacción de oxidación, cada uno de los péptidos poliméricos se sometió a 
un proceso de diálisis en una membrana Spectra/Por® (Spectrum Laboratories, Inc. 
Gardena, Ca, U. S. A.) con un tamaño de poro de 1000 Da, a la cual se transfirió 
cuantitativamente la solución del péptido oxidado.  El proceso de diálisis se realizó 
contra agua destilada y desionizada por 24 horas, realizando cambios de agua cada 
dos horas. 
 
Finalizado el proceso de diálisis, el péptido polimérico fue liofilizado y posteriormente 
caracterizado por espectrometría de masas MALDI-tof tal y como se describió en 
3.2.2. 
 
3.3  Resultados y discusión 
 
3.3.1  Síntesis de análogos de glicina de PfASP y 
caracterización fisicoquímica 
 
Para cada uno de los HABPs determinados (34259, 34270, 34273 y 34290) se 
sintetizaron sus respectivos análogos de glicina; en los cuales se cambió uno a uno los 
residuos por un residuo de glicina tal y como se muestra en la Figura 3-3, a cada uno 
de estos péptidos se le asignó un número serial de acuerdo con el orden secuencial 
que se sigue en el GF–Síntesis Química.  En los HABPs 34270 y 34290, que 
contienen un residuo de Cisteína en la secuencia original, se reemplazó este residuo 
por una Treonina para facilitar la caracterización por cromatografía líquida debido a 
que la posible oxidación del residuo de cisteína genera inconvenientes en el análisis 
por cromatografía. 
 
En la Figura 3-4 se presentan para tres análogos de glicina de cada uno de los 
HABPs, el respectivo cromatograma y espectro de masas.  Todos los análogos de 
glicina fueron purificados debido a que los análisis del péptido crudo indicaron que 
tenían una pureza inferior al 70% por lo cual fueron codificados como Ap (azul para 
purificar).  Los análisis completos por cromatografía líquida de alta eficiencia y por 
espectrometría de masas de los 76 péptidos análogos de glicina sintetizados se 














































Figura 3-3  Secuencias del tamizaje con análogos de glicina de los HABPs 34359, 
34270, 34273 y 34290. 
 
En cada uno de los análogos se observa un perfil cromatográfico similar en cuanto al 
tiempo de retención, donde se ve claramente que la sustitución por el residuo de 
glicina no genera un cambio notable en el perfil cromatográfico del análogo analizado 
comparado con el péptido original o con sus otros análogos.  Los espectros de masas 
confirmaron que la masa de los análogos sintetizados es la esperada; por tanto cada 















































38420  NGYMYMNNVESIHNNHHLEN 
38422  NKGMYMNNVESIHNNHHLEN 
38423  NKYGYMNNVESIHNNHHLEN 
38424  NKYMGMNNVESIHNNHHLEN 
38426  NKYMYGNNVESIHNNHHLEN 
38427  NKYMYMGNVESIHNNHHLEN 
38428  NKYMYMNGVESIHNNHHLEN 
38429  NKYMYMNNGESIHNNHHLEN 
38430  NKYMYMNNVGSIHNNHHLEN 
38431  NKYMYMNNVEGIHNNHHLEN 
38432  NKYMYMNNVESGHNNHHLEN 
38433  NKYMYMNNVESIGNNHHLEN 
38434  NKYMYMNNVESIHGNHHLEN 
38435  NKYMYMNNVESIHNGHHLEN 
38436  NKYMYMNNVESIHNNGHLEN 
38437  NKYMYMNNVESIHNNHGLEN 
38438  NKYMYMNNVESIHNNHHGEN 
38439  NKYMYMNNVESIHNNHHLGN 
38440  NKYMYMNNVESIHNNHHLEG




38311  LGPDKKYYLLGEKIEFKTQE 
38312  LIGDKKYYLLGEKIEFKTQE 
38313  LIPGKKYYLLGEKIEFKTQE 
38314  LIPDGKYYLLGEKIEFKTQE 
38315  LIPDKGYYLLGEKIEFKTQE 
38316  LIPDKKGYLLGEKIEFKTQE 
38317  LIPDKKYGLLGEKIEFKTQE 
38318  LIPDKKYYGLGEKIEFKTQE 
38319  LIPDKKYYLGGEKIEFKTQE 
38320  LIPDKKYYLLGGKIEFKTQE 
38321  LIPDKKYYLLGEGIEFKTQE 
38322  LIPDKKYYLLGEKGEFKTQE 
38323  LIPDKKYYLLGEKIGFKTQE 
38324  LIPDKKYYLLGEKIEGKTQE 
38325  LIPDKKYYLLGEKIEFGTQE 
38326  LIPDKKYYLLGEKIEFKGQE 






uno de los análogos de glicina sintetizado, caracterizado y purificado cumple con los 
estándares de calidad para ser utilizado en los ensayos de competición para 













































PÉPTIDO 38303  KENKNGNFLNGIYKLQNIWR












PÉPTIDO 38401  LGESEGSTYLMEKLFKKLSE
2289.552
ANÁLOGOS GLY 34270
PÉPTIDO 38402  LFGSEGSTYLMEKLFKKLSE
2307.355

























































Figura 3-4  Cromatogramas y espectros de masas de análogos de glicina de los 
HABPs 34259, 34270, 34273 y 34290.  En todos los casos A) corresponde al cromatograma y B) 
corresponde al espectro de masas. 
2445.454
PÉPTIDO 38426  NKYMYMNGVESIHNNHHLEN











PÉPTIDO 38310  LIPDKKYYLLGEKIEFKTQG
2383.588
ANÁLOGOS GLY 34290
PÉPTIDO 38311  LIPDKKYYLLGEKIEFKTGE













3.3.2  Elementos de estructura secundaria de análogos de 
glicina de los HABPs de PfASP 
 
Los análisis de los elementos de estructura de algunos de los análogos de glicina de 
cada uno de los HABPs (34259, 34270, 34273 y 34290) se muestran en la Figura 3-5.  
Tal y como se había descrito para cada uno de los HABPs, los análogos analizados 
mostraron un máximo en 190 nm y los dos mínimos característicos cerca de 210 y 220 
nm para estructuras tipo α-hélice, tendencia más definida en los HABPs 34259 y 

























Figura 3-5  Elementos de estructura secundaria en análogos de glicina de los 
HABPs 342259, 34270, 34273 y 34290.  Espectros obtenidos en TFE al 30%, temperatura 




Los resultados de la deconvolución se presentan en las Tablas 3-1 para el HABP 
34259, Tabla 3-2 HABP 34270, Tabla 3-3 HABP 34273 y el HABP 34290 en la Tabla 
3-4, en cada uno de los programas utilizados el mayor porcentaje corresponde a 
elementos de estructura a α hélice  para cada uno de los HABPs y sus análogos de 
glicina analizados.  En conjunto estos resultados demuestran que el cambio de un solo 
residuo por glicina no afecta el contenido alfa helicoidal con referencia al péptido 
original cuando los análisis se realizan en TFE al 30%; lo cual se ve reflejado en los 
valores de porcentaje de estructura alfa helicoidal el cual se mantiene alrededor de un 
promedio para cada uno de los HABPs y sus cuatro análogos de glicina.  Por ejemplo, 
para el HABP 34259 el porcentaje de α-Hélice en el programa Continll es del 68% y 
 








































































































los porcentajes de estructura alfa helicoidal de sus cuatro análogos en este mismo 
programa oscilan entre un 71 y 78%, lo mismo ocurre para este HABP y sus análogos 
de glicina en los programas Cdsstr y Selcon3; este comportamiento se mantiene para 





H (r) H (d) S (r) S (d) Turn Unrd 
Continll 
34259 0,682 0,294 0,000 0,024 0,000 0,000 
38294 0,735 0,244 0,000 0,021 0,000 0,000 
38296 0,709 0,291 0,000 0,000 0,000 0,000 
38303 0,724 0,262 0,000 0,014 0,000 0,000 
38306 0,784 0,197 0,000 0,019 0,000 0,000 
Cdsstr 
34259 0,409 0,269 0,030 0,101 0,077 0,110 
38294 0,454 0,287 0,013 0,090 0,060 0,090 
38296 0,413 0,264 0,047 0,104 0,053 0,120 
38303 0,443 0,271 0,023 0,095 0,051 0,114 
38306 0,474 0,259 0,023 0,091 0,037 0,115 
Selcon3 
34259 0,603 0,233 -0,002 -0,001 0,053 0,156 
38294 0,616 0,213 -0,012 -0,006 0,049 0,154 
38296 0,597 0,229 -0,003 0,000 0,055 0,156 
38303 0,603 0,231 -0,003 -0,001 -0,054 -0,155 
38306 0,611 0,233 -0,003 -0,001 0,052 0,155 
 





H (r) H (d) S (r) S (d) Turn Unrd 
Continll 
34270 0,945 0,055 0,000 0,000 0,000 0,000 
38402 0,921 0,079 0,000 0,000 0,000 0,000 
38407 0,765 0,208 0,000 0,027 0,000 0,000 
38411 1,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 
38413 0,986 0,000 0,000 0,014 0,000 0,000 
Cdsstr 
34270 0,411 0,256 0,019 0,107 0,082 0,120 
38402 0,459 0,254 0,033 0,097 0,049 0,110 
38407 0,409 0,267 0,023 0,103 0,087 0,123 
38411 0,380 0,249 0,028 0,117 0,096 0,131 
38413 0,407 0,237 0,024 0,110 0,080 0,138 
Selcon3 
34270 0,613 0,236 0,000 0,000 0,052 0,156 
38402 0,591 0,227 0,001 0,001 0,053 0,149 
38407 0,604 0,233 0,000 0,000 0,052 0,153 
38411 0,674 0,256 -0,003 -0,002 -0,048 0,176 
38413 0,604 0,231 -0,001 0,000 0,050 0,152 
 









H (r) H (d) S (r) S (d) Turn Unrd 
Continll 
34273 0,631 0,369 0,000 0,000 0,000 0,000 
38420 0,572 0,417 0,000 0,011 0,000 0,000 
38425 0,460 0,539 0,000 0,000 0,000 0,000 
38429 0,405 0,336 0,026 0,002 0,040 0,190 
38437 0,762 0,222 0,000 0,000 0,000 0,016 
Cdsstr 
34273 0,343 0,264 0,044 0,122 0,085 0,150 
38420 0,346 0,265 0,047 0,114 0,100 0,134 
38425 0,328 0,263 0,025 0,121 0,103 0,161 
38429 0,333 0,259 0,030 0,126 0,111 0,139 
38437 0,449 0,275 0,033 0,083 0,051 0,108 
Selcon3 
34273 0,527 0,228 0,016 0,026 0,113 0,226 
38420 0,516 0,228 0,018 0,028 0,116 0,242 
38425 0,117 0,185 0,025 0,042 0,295 0,302 
38429 0,204 0,169 0,064 0,086 0,304 0,390 
38437 0,763 0,233 -0,072 -0,034 0,046 0,193 
 





H (r) H (d) S (r) S (d) Turn Unrd 
Continll 
34290 0,657 0,336 0,000 0,007 0,000 0,000 
38311 0,730 0,257 0,000 0,012 0,000 0,000 
38315 0,834 0,163 0,000 0,003 0,000 0,000 
38320 0,331 0,624 0,000 0,014 0,031 0,000 
38327 0,304 0,667 0,000 0,029 0,000 0,000 
Cdsstr 
34290 0,426 0,273 0,033 0,102 0,081 0,087 
38311 0,485 0,285 0,039 0,082 0,062 0,046 
38315 0,532 0,287 0,026 0,078 0,041 0,041 
38320 0,341 0,275 0,030 0,098 0,104 0,148 
38327 0,463 0,285 0,039 0,083 0,047 0,084 
Selcon3 
34290 0,600 0,231 -0,003 -0,002 0,056 0,156 
38311 0,600 0,230 -0,005 -0,002 0,060 0,158 
38315 0,599 0,231 -0,001 0,000 0,060 0,160 
38320 0,211 0,142 0,046 0,066 0,236 0,321 
38327 0,580 0,222 -0,003 0,002 0,066 0,160 
 
Tabla 3-4  Desconvolución HABP 34290 y sus análogos de glicina. 
 
3.3.3  Determinación de residuos críticos para la unión a 
glóbulos rojos de péptidos derivados de PfASP 
 
Los ensayos de competición permitieron determinar los residuos críticos en la unión al 
glóbulo rojo, en la Figura 3-6 se muestran los ensayos de competición de cada uno de 
los HABPs (34259, 34270, 34273 y 34290). 
 
En el HABP 34259 se encontraron dos residuos críticos; 1Arg y 16Lys, estos residuos 
fueron identificados cuando se tomó como el 100% de unión el péptido original radio 
marcado y en ensayos de competición con concentraciones crecientes del análogo de 
glicina, el porcentaje de unión disminuyó al menos en un 50%.  Estos dos residuos son 





refleja en las tres concentraciones ensayadas sugiriendo así que estos dos residuos 
son críticos en la unión al glóbulo rojo. 
 
Los aminoácidos en las posiciones3Leu y la 7Leu fueron determinadas como residuos 
críticos en la unión al glóbulo rojo en el HABP 34270, en este caso estos dos 
aminoácidos son de carácter apolar.  En los  HABPs 34273 y 34290, no se 
encontraron residuos críticos para la unión al glóbulo rojo en ninguna de las 
concentraciones ensayadas, estos resultados sugieren que para el caso de estos dos 





































Figura 3-6  Ensayos de competición de los HABPs PfASP.  Ensayos de competición para 
cada uno de los HABPs de PfASP 34259, 34270, 34273 Y 34290 a concentraciones crecientes del 









































































3.3.4  Diseño de análogos modificados de PfASP 
 
Como se mencionó anteriormente, el diseño de análogos modificados se basó en la 
predicción de posibles marcos de lectura presentes en cada uno de los péptidos 
seleccionados por parte de alelos de HLA-DR asociados con su frecuencia en 
diferentes grupos étnicos.  Esta aproximación teniendo en cuenta que no en todos los 
HABPs estudiados derivados de PfASP contenían residuos críticos para la unión a sus 
células blanco. 
 
En la Tabla 3-5 se muestran cada una de las secuencias diseñadas, en cada caso 
resaltando en rojo el respectivo cambio y en azul los residuos que se evaluaron como 
críticos en la unión a GR.  Cada uno de estos péptidos fue sintetizado con un residuo 
de glicina y cisteína en los extremos amino y carboxilo con el fin de polimerizar cada 
una de estas secuencias para así poder iniciar los estudios in vivo que permitieran 
evaluar la capacidad antigénica e inmunogénica de estas secuencias y a partir de 
estos resultados tener una base para el diseño de constructos de alto peso molecular.  
Adicionalmente las secuencias originales de los HABPs también fueron sintetizadas en 




























Tabla 3-5  Secuencias análogas a los HABPs de PfASP.  En azul los residuos 





Se diseñaron tres análogos modificados del HABP 34259 realizando cambios en los 
residuos 8TYR, 10 GLY, 13 PHE, 18ASN; un análogo para el HABP 34270 con cambios 
en los residuos 9GLU, 19PHE; tres análogos en el HABP 34273 con cambios en 8HIS, 
11GLU;13ASN y por último dos análogos para el HABP 34290 con cambios en el 
residuo 9GLU.  En los HABPs 34270 y 34290 que contienen un residuo de cisteína en 
la secuencia original, este aminoácido fue reemplazado por un residuo de Treonina 
principalmente con el fin de evitar la formación de especies no deseadas por la 
oxidación de este residuo posterior al proceso de síntesis y más si se tiene en cuenta 
que se están adicionando residuos de cisteína en los extremos amino y carboxilo; lo 
cual haría el proceso de caracterización bastante complejo 
 
Estos péptidos poliméricos fueron sintetizados en fase sólida por la estrategia t-Boc y 
los perfiles sintéticos se muestran en la Figura 3-7, en general los perfiles muestran 
comportamientos de síntesis normales, donde en la mayoría de los casos el acople de 
los 5 – 7 primeros residuos se da en un solo ciclo, de los residuos 6 al 15 en promedio 
son necesario dos ciclos de acople y posterior al residuo 14 – 16 de tres a cuatro 
























































34259          KENKNDNFLNGIYKLQNIWR
38528     CGKEIKNDNRLNSIYKLQNIWRGC
38530     CGKENKNDNFLNDIFKLQNIWRGC




































NOTA: Todas las estrategias se montaron con 5 excesos




































NOTA: Todas las estrategias se montaron con 5 excesos






































Figura 3-7  Perfiles sintéticos polímeros modificados de PfASP. 
 
Cada uno de estos péptidos fue caracterizado por cromatografía líquida y 
espectrometría de masas antes de ser polimerizados, el polímero dializado y liofilizado 
fue caracterizado únicamente por espectrometría de masas debido al variado 
contenido de especies poliméricas que dificultan su caracterización por cromatografía 
líquida.  Los cromatogramas y espectros de masas de los polímeros sintetizados se 
muestran en la Figura 3-8. 
 
Independiente del estado de pureza del péptido crudo, antes de la oxidación se realizó 
un proceso de purificación; los cromatogramas que se muestran corresponden a los 
péptidos puros antes de oxidar.  En los espectros de masas se evidencian pesos 




































NOTA: Todas las estrategias se montaron con 5 excesos











































ANÁLOGOS MODIFICADOS HABP 34259
KENKNDNFLNGIYKLQNIWR



















































































PÉPTIDO 38204 – CÓDIGO: Ap - PM; 2700.7 uma
CGLFESEGSTYLMEKLFKKLSEGC


















ANÁLOGOS MODIFICADOS HABP 34273
NKYMYMNNVESIHNNHHLEN
20,58 B) C)















































Figura 3-8  Cromatogramas y espectros de masas polímeros modificados 
análogos de PfASP.  A) Cromatograma péptido purificado antes de oxidación, B) Espectro de masas 
péptido purificado antes de oxidación y C) Espectro de masas péptido polimérico. 
 
3.4  Conclusiones 
 
Los ensayos de competición de la unión a glóbulos rojos humanos entre péptidos 
nativos y sus análogos de glicina permitieron evidenciar que el HABP 34259 tiene dos 
residuos críticos en la unión al glóbulo rojo 1Arg y 16Lys.  En el HABP 34270 los 
residuos 3Leu y7Leu fueron determinados como los residuos críticos en la unión.  Los 
HABPs 34273 y 34290 no presentaron residuos críticos para la unión sugiriendo que 
en su conjunto la totalidad de los residuos está involucrada en la unión del péptido al 
glóbulo rojo probablemente por mecanismos asociados con su estructura secundaria. 
 
Se diseñaron, sintetizaron y caracterizaron péptidos poliméricos de secuencias 
modificadas para cada uno de los HABPs con base en la predicción de sus posibles 
marcos de lectura por parte del HLA-DR para cada una de estas moléculas 
 
La evidencia anterior permitió plantear diferentes estudios in vivo para determinar el 
poder antigénico e inmunogénico de cada molécula tal y como se muestra en el 
siguiente capítulo. 
ANÁLOGOS MODIFICADOS HABP 34290
LIPDKKYYLLGEKIEFKCQE











PÉPTIDO 38542– CÓDIGO: A - PM: 2746.7 uma
CGLIPDKKYYLLGVKIEFKTQEGC
26,50
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4.  Diseño y construcción de sistemas de 
multicopias de análogos modificados de 
HABPs de PfASP 
 
4.1  Marco teórico 
 
4.1.1  Importancia de obtener sistemas de presentación de 
antígenos como multicopias peptídicas 
 
Debido a la importancia y las aplicaciones en biotecnología y biomedicina a 
diferentes niveles tanto inmunológico y biológico y también por constituir la base 
tecnológica para el desarrollo de nuevos y más potentes antibióticos y vacunas 
diseñadas racionalmente, los péptidos sintéticos se constituyen uno de los avances 
científicos de mayor relevancia en el último siglo.  El siguiente nivel de complejidad 
en este amplio y fascinante campo de la ciencia lo constituye el reto de superar o 
enfrentar el desarrollo de sistemas macromoleculares definidos fisicoquímicamente, 
que permitan asegurar la actividad o función del peptido blanco en el sistema de 
estudio bajo condiciones de mayor estabilidad y biodisponibilidad. 
 
En el caso de secuencias monoméricas (fragmentos peptídicos de 20 residuos en 
promedio) que evidencien alta capacidad inmunogénica, es importante sintetizarlas 
de tal manera que presenten un alto peso molecular (≥ 10 KDa) y así permitir que 
estos determinantes antigénicos sean debidamente reconocidos, procesados y 
presentados al sistema inmune para generar una adecuada respuesta efectora.  Es 
así como el desarrollo de diferentes estrategias sintéticas ha logrado alcanzar 
parcialmente este objetivo.  Dentro de estas estrategias conocidas en el estado del 
arte se encuentran: polimerización no controlada vía cisteínas, sistemas 
dendriméricos de presentación de múltiples péptidos antigénicos (MAPs) directos e 
indirectos, constructos de dobles dímeros convencionales o asimétricos (ADDCs), 
métodos de condensación o ligación directa y por bloques, entre otros. 
 
4.1.2  Polimerización no controlada vía cisteínas 
 
Esta estrategia consiste en la polimerización de secuencias monoméricas de interés 
acoplando un residuo de cisteína a cada uno de los extremos amino y carboxilo de 





enlace disulfuro entre las secuencias monoméricas, para así obtener especies de 
alto peso molecular con múltiples copias del antígeno de interés.  
 
Esta metodología produce varias especies químicas que van desde péptidos 
cíclicos, dímeros y polipéptidos de alto peso molecular (Figura 4-1).  La 
polimerización por vía cisteínas fue usada para la construcción de la primera 
vacuna sintética contra la malaria SPf-66 [1-2].  Los péptidos poliméricos de 
cisteína son una buena alternativa de presentación para una vacuna peptídica en 
términos de inmunogenicidad, pero a nivel químico no es posible controlar el grado 
de polimerización para obtener una sola especie dando lugar a una mezcla de 
diferentes especies moleculares; lo cual genera un problema de reproducibilidad 
entre un lote y otro, precisamente por la dificultad para direccionar el proceso de 
polimerización.  Este inconveniente debe ser tenido en cuenta para la construcción 
de vacunas sintéticas y para la validación del proceso; por tanto este se convierte 























Figura 4-1  Polimerización polipéptidica vía cisteínas.  Se obtienen varias especies 
cíclicas y lineales en el proceso de oxidación de las cisteínas amino y carboxilo terminales. 
 
4.1.3  Sistema de presentación de múltiples copias de 
péptidos (Multiple antigen peptides - MAPs) directos e 
indirectos 
 
Esta estrategia sintética también conocida como construcción de péptidos 
dendriméricos [3-6], se basa en la construcción de un núcleo de residuos de lisina; 
la cual, gracias a sus funciones α-amino y ε-amino permiten la elongación de dos, 
cuatro u ocho cadenas para un núcleo de uno, tres o cinco residuos de lisina 














































Figura 4-2  Sistema de presentación de múltiples copias de péptidos (Multiple Antigen 
Peptides - MAPs).  Los centros generadores de las ramificaciones peptídicas (core) se sintetizan 
adicionando residuos de Lys (K) para producir diferentes niveles de propagación.  Núcleo de una (A), 
tres (B) y cinco (C) lisinas para la síntesis de MAPs. 
 
Estos péptidos dendriméricos conocidos como MAPs (Multiple Antigen Peptides), 












































Figura 4-3  Construcción de MAPs.  A) DIRECTO.  La secuencia dendrimérica es sintetizada 
directamente sobre el núcleo de lisinas.  B) INDIRECTO.  El núcleo de lisinas y la secuencia 
monomérica se sintetizan por separado, el péptido se desancla de la resina, se purifica y se acopla al 
core de lisinas. La secuencia dendrimérica es desanclada de la resina. 
 
De forma directa, una vez construida la matriz de residuos de lisina se continua con 
la secuencia antigénica utilizando la síntesis por pasos y en el método indirecto se 
construyen por separado el péptido de interés y la matriz; a continuación se 
desprotegen las cadenas laterales que posean grupos protectores y se desancla de 
la resina para proceder a acoplar el péptido al núcleo de lisinas y posteriormente se 
desancla el dendrímero de la resina.  Uno de los inconvenientes de la vía directa es 
que se pueden generar secuencias truncadas o incompletas sobre uno o varios 
brazos de la molécula en construcción; y en el caso de la síntesis indirecta los 
tiempos y eficiencia de acople de las multicopias antigénicas al núcleo pueden 
requerir de tiempos largos de reacción y la eficiencia en algunos casos no llega a 
ser del 100%. 
 
4.1.4  Constructos de dobles dímeros asimétricos 
(Asymmetric Double Dimmer Constructs - ADDCs) 
 
La construcción de un doble dímero convencional o asimétrico se realiza en dos 
pasos, inicialmente, se sintetiza la secuencia de interés adicionando un residuo de 
cisteína en el extremo carboxilo seguido por un residuo de lisina para permitir la 
síntesis del péptido sobre los dos grupos amino (alfa y épsilon).  La secuencia 
dimérica se desancla de la resina y se purifica antes de proceder a oxidarla para 
obtener una especie tetramérica como se muestra en la Figura 4-4. 
 
Tetrámeros del tipo ADDC han sido utilizados como inmunógenos en estudios de 
posibles candidatos a vacunas contra la malaria, siendo este tipo de presentación 
más inmunogénica que la de moléculas polimerizadas vía cisteína ensayadas en 
modelos experimentales in vivo con monos Aotus [7].  Comparada con los MAPs, la 


































Figura 4-4  Constructos de Dobles Dímeros Asimétricos– ADDCs.  Se sintetiza la 
secuencia de interés con un residuo de cisteína en el extremo carboxilo terminal, se acopla una lisina 
de tal manera que permita el crecimiento de la secuencia por los amino  y .  Finalizada la síntesis se 
desancla la secuencia dimérica de la resina, se purifica y se procede a oxidar la cisteína para así 
obtener la especie tetramérica. 
 
4.2  Metodología 
4.2.1  Ensayos de actividad funcional de péptidos de PfASP 
por desafío experimental de los ratones inmunizados con 
cepas de Plasmodium de roedores 
 
Para determinar la actividad funcional de cada uno de los polímeros modificados de 
la proteína PfASP, que permitiera a su vez realizar una selección de secuencias 
con actividad biológica con el fin de aplicar el diseño y síntesis de constructos de 
multicopias con secuencias de interés; se diseño un ensayo in vivo y un reto 
experimental de la siguiente manera: 
 
Con el propósito de conocer el poder antigénico y el potencial inmunogénico de 
cada constructo obtenido a partir de las secuencias de PfASP, se seleccionó el 
modelo animal murino clásico para este tipo de experimentos, para ser inoculados 
en un esquema diseñado y estandarizado con base en estudios previamente 









Se utilizaron grupos de seis ratones hembra de la cepa BALB/c de 5 a 7 semanas 
de edad por cada péptido polimérico a evaluar (12 en total), en los cuales se incluyó 
un grupo administrado con una secuencia no relacionada proveniente de la proteína 
L2 del virus del papiloma humano (VPH) y un grupo administrado con solución 
salina o placebo.  El modelo experimental murino es empleado rutinariamente en 
diversos estudios para valoración antigénica de moléculas por lo que fue el 
escogido para nuestros estudios.  Cada péptido se inoculó por vía intraperitoneal 
(i.p) formulado en adyuvante completo de Freund para la primera inmunización y en 
adyuvante incompleto de Freund para todos los refuerzos en un esquema de 
inoculación en los días 1, 14, 28, 43, 55 y 76 con sangrías pre-inmune y posteriores 













Figura 4-5  Esquema de inmunización del modelo animal murino.  El proceso de 
inmunización (vacunación) se realizó para doce grupos de animales, de cuatro individuos cada uno, 
















Figura 4-6  Esquema completo de vacunación y evaluación funcional de los 
HABPs derivados de PfASP.  El proceso de inmunización (vacunación) se realizó para doce 
grupos de animales, de cuatro individuos cada uno, con los diferentes constructos, controles y 
placebo. 
 
En el día 97 posterior a la primera inoculación, cada grupo de estudio se dividió en 
dos y con la mitad de los individuos (tres ratones para cada grupo de estudio) se 





de la cepa de malaria murina P. yoelii 17XL a tres animales y en el día 101 con la 
cepa P. berghei ANKA a los otros tres individuos.  La infección se realizó vía 
intravenosa con una dosis de 5 x104 glóbulos rojos murinos parasitados 
suspendidos en solución salina GRP/µL con la cepa respectiva.  Esta dosis se 
estandarizó mediante múltiples ensayos dosis-respuesta realizados en el GF 
Biocatálisis de la FIDIC para diferentes propósitos de investigación.  Posterior al 
cuarto día de infección, se comenzó la evaluación diaria de los porcentajes de 
parasitemia por 20 días para los animales infectados con P. yoelii y por 35 días 
para los grupos infectados P. berghei, lo cual permitió evaluar el efecto del péptido 
empleado como inmunógeno. 
 
Como se mencionó anteriormente este diseño experimental incluyó dos grupos 
denominados control (cada uno conformado por seis ratones), uno de estos fue 
inoculado con solución salina (placebo) y otro inoculado con un péptido no 
relacionado con Plasmodium perteneciente a una proteína del virus de papiloma 
humano VPH L2 y codificado como 36936. 
 
4.2.2  Actividad hemolítica de polímeros modificados 
análogos de HABPs de PfASP 
 
Con el propósito de evaluar posibles efectos adversos sobre células eucariotas y 
tejido sanguíneo se realizaron ensayos de actividad hemolítica de los polímeros 
modificados frente a eritrocitos humanos O+ o sangre de cordero. 
 
Para ello, se tomó sangre de cordero y se centrifugó en un tubo Falcon® a 2500 
rpm por 10 min, se retiró el sobrenadante y se completo el volumen inicial con 
solución fisiológica.  Se realizaron lavados a los glóbulos rojos con solución 
fisiológica hasta obtener un sobrenadante translucido y transparente. 
 
A continuación se suspendieron los glóbulos rojos al 4% v/v en solución fisiológica y 
se dispensaron en cajas de 96 pozos en el siguiente orden: se sembró en todos los 
pozos desde la columna 3 hasta la columna 12 de la caja 100µL de solución 
fisiológica en cada uno, se sirvieron por duplicado 100µL de cada uno de los 
controles en la columna 1 de la caja, en la columna 2 de la caja se colocaron por 
duplicado 200µL de cada péptido polimérico a analizar.  Se realizaron diluciones 
seriadas de 100µL de cada muestra y se adicionaron en todos los pozos 100µL de 
glóbulos rojos al 4% resuspendidos en solución fisiológica. 
 
Se incubo cada caja a 37 °C por 1 hora, a continuación se centrifugaron a 10.000 
rpm por 10 minutos, se retiraron los sobrenadantes cuidadosamente de las cajas y 
del sobrenadante obtenido se tomaron 100 µL y se transfirieron a una nueva caja 
de 96 pozos de fondo plano.  Se leyó la absorbancia en un microlector de múltiples 
filtros UV-Vis a 405 nm. 
 
Como controles de 100 % de hemolisis se utilizaron Tritón X–100 (dilución 1/100) y 






4.2.3  Ensayo de citotoxicidad de polímeros modificados 
análogos de HABPs de PfASP 
 
De la misma manera decidimos evaluar como en el caso anteriormente descrito, la 
posible actividad citotóxica de los polímeros modificados mediante ensayos de 
actividad tóxica frente a la línea celular de adenocarcinoma humano HT29. 
 
Para esto, se cultivaron las células adherentes HT29 de adenocarcinoma humano 
en cajas de cultivo en medio RPMI-1640 suplementado con suero fetal bovino al 
10% hasta obtener un alto volumen y cantidad que alcanzaron el 96-98% de 
confluencia.  Posteriormente se desprendieron las células del fondo de las cajas de 
cultivo con una solución de tripsina al 0,6%/EDTA 0,5M y se realizó el recuento 
celular en una cámara de Neubauer en un microscopio de luz. 
 
Seguidamente se dispensaron 5 x104 células/pozo en cajas de 96 pozos en medio 
RPMI–10% SFB y se incubo por 24 horas a 37 °C y 5% de CO2 para permitir la 
adherencia de las células, finalmente se retiro el sobrenadante.  A continuación se 
adicionaron en cada pozo 100 µL de medio RPMI–10% SFB en las columnas 1 y 4-
12; no se dispensó nada en la columna 2 y 3; en la columna 2 se colocaron 100 µL 
de cada uno de los controles.  Posteriormente se adicionaron las muestras de cada 
uno de los péptidos poliméricos en la columna 3 de la caja (200 µL) y se realizaron 
diluciones seriadas de 100 µL de cada uno de los péptidos, a continuación se 
incubo por 24 horas más a 37 °C y 5% de CO2 para permitir la interacción muestra–
células. 
 
Después de este periodo se descartó el sobrenadante, se colocó en cada pozo 100 
µL de medio mínimo y se adicionaron 50 µL de MTT (1mg/mL) en solución Buffer 
(PBS pH 7,2–7,4), luego se incubo por 4 horas a 37 °C para permitir la formación 
de cristales de formazán, se elimino el sobrenadante y se adicionaron 100 µL de 
isopropanol.  Se dejo la caja a temperatura ambiente, aislado de la luz y en 
constante agitación hasta que los cristales de formazán se disolvieron y se 
determino la DO a 570 nm en un equipo microlector UV-Vis Multiskan provisto con 
múltiples filtros. 
 
   % viabilidad = DO células tratadas x 100 
       DO células control 
 
Control negativo: PBS pH 7,2-7,4. 
Control positivo: saponina (1%), tritón X-114 (0.5%), tween-20 (0.5%). 








4.2.4  Evaluación de antigenicidad de HABPs derivados de 
PfASP y su determinación por ensayos de ELISA (Enzyme 
Linked Immunosorbent Assay) 
 
Para realizar el procedimiento de evaluación de antigenicidad por ELISA, se 
preparó una solución madre del péptido polimérico a una concentración de 1mg/mL 
y se diluyó a una concentración final de 10 ug/mL en 10 mL de PBS (Buffer Fosfato 
Salino) pH. 7.2 – 7.4, se sirvieron 100 µL por pozo en cajas de 96 pozos (Nunc, 
Sigma Aldrich.  St. Louis, U.S.A.) de tal manera que la concentración final del 
péptido por pozo fuese de 10µg/mL.  Se incubó por 1 hora a 37 °C y se dejó toda la 
noche en refrigeración a 4 °C. 
 
La caja sensibilizada se incubó con el péptido a 37 °C por 1 hora y a continuación 
se lavó cinco veces con ayuda del aspersor con solución de lavado (PBS-Tween 20 
al 0.5%), se realizó un último lavado con agua destilada. 
 
Las placas fueron tratadas para bloquear o evitar posibles interacciones 
inespecíficas por adición de 200µL por pozo con la solución de bloqueo (PBS-
Tween 20 al 0.5%/leche 5%) y se incubaron por una hora a 37 °C, luego se 
realizaron lavados cinco veces con solución de PBS-Tween 20 al 0.5% y un último 
lavado con agua destilada. 
 
Seguidamente se sirvieron los sueros de los ratones en dilución 1:200 en 
cantidades de 100 µL por pozo preparadas en solución de bloqueo y se incubó a 37 
°C por 1 hora, se lavó cinco veces con solución de lavado PBS-Tween 20 al 0.5%.  
Luego, se adicionó a cada pozo 100 µL del conjugado IgG Anti- IgG (H+L) de Ratón 
acoplado a Peroxidasa (Vector Laboratories.  Burlingam, U.S.A.), en la dilución 
estandarizada (1:5000) en solución de bloqueo, se incubó por 1 hora a 37 °C y se 
realizaron 5 lavados como se describió anteriormente. 
 
Par revelar la unión especifica de los complejos antígeno- anticuerpo, se sirvieron 
100 µL por pozo de solución de revelado (TMB Microwell Peroxidase Substrate, 
KPL, Inc.  Gaithersburg, U.S.A) y luego de la aparición de color azul intenso por 
reacción espontánea de hidrolisis de peróxido de hidrógeno y transferencia de los 
electrones producidos a la molécula cromógena de tetrametilbencidina, responsable 
del color, se leyó a 620 nm en el microlector para placas de ELISA después de 5 a 
15 minutos.  Cuando la reacción se detiene luego de un tiempo dado por adición de 
50 L de H3PO4 1M por pozo, el color se torna amarillo de intensidad proporcional a 
la cantidad de complejo revelado, entonces la lectura se realiza a 450 nm.  Se 
consideró un valor positivo de la prueba cuando la lectura de la absorbancia fue 
superior a 0.100 UA, valor calculado tomando el resultado del promedio de la 
densidad óptica producida por los sueros pre-inmunes de los individuos de 






4.2.5  Síntesis y caracterización de Constructos de Dobles 
Dímeros Simétricos (Symmetric Double Dimmer Constructs - 
SDDCs) y no simétricos (Asymmetric Double Dimmer 
Constructs - ADDCs) 
 
Después de analizar en conjunto los perfiles de infección y la antigenicidad de cada 
uno de los péptidos poliméricos se seleccionó una secuencia análoga modificada 
sistemáticamente derivada de cada uno de los HABPs nativos para realizar el 
diseño y síntesis de lo que en este trabajo hemos desarrollado y denominado como 
Constructos de Dobles Dímeros Simétricos (Symmetric Double Dimmer Constructs - 
SDDCs). 
 
En la síntesis por estrategia Fmoc (fluorenil metoxi carbonil) de los DDCs simétricos 
y no simétricos se utilizó como soporte polimérico resina RINK-AMIDE-ChemMatrix 
con una carga nominal de 0,60 meq/g, los solventes utilizados en la síntesis fueron 
N,N’-dimetilformamida (DMF), 1-metil-2-pirrolidona (NMP), diclorometano (DCM) e 
isopropanol (IPA).  Como  activadores del grupo alfa carboxilo se utilizaron N,N´-
diciclohexilcarbodiimida (DCC), 1-hidroxibenzotriazol (HOBt) y tetrafluoroborato de 
O-(1H-Benzotriazol-1-yl)-N,N,N',N'-tetrametiluronio (TBTU).  
 
Los L-Fmoc-α-aminoácidos empleados en la síntesis se caracterizan por tener el 
grupo α-amino protegido con el grupo 9-fluorenilmetoxicarbonilo (Fmoc).  Los 
grupos protectores de las cadenas laterales, fueron: Ácido aspártico (D) y Ácido 
glutámico (E) 4-tert-butil ester (OtBu), Cisteína (C) Tritilo (Trt), Treonina (T) y Serina 
(S) ter-Butilo (tBu), Lisina (K) 9-fluorenilmetoxicarbonilo (Fmoc), Butiloxicarbonilo 
(Boc) y (4,4-dimetil-2,6-dioxociclohex-1-iliden)-3-metilbutilo (IVDde), Triptofano (W) 
Butiloxicarbonilo (Boc), Asparagina (N) y Glutamina (Q) Tritilo (Trt), Arginina (R) 
2,2,4,6,7-pentametildihidrobenzofuran-5-sulfonilo (Pbf), Histidina (H) 1-Tritilo (1-Trt), 
Tirosina (Y) ter-Butilo (tBu); los demás aminoácidos no tenían grupo protector en su 
cadena lateral. 
 
En la síntesis de estos constructos se utilizaron como reactores jeringas de 
polipropileno (20 mL) adaptadas con un filtro de poliestireno (2 cm de diámetro) el 
cual fue sujetado con un anillo plástico en el fondo de esta.  Se pesaron 0,400 g de 
resina en cada reactor y se procedió a hincharla así: 1 lavado con 5 mL de DCM por 
10 min, 1 lavado con 5 mL de NMP por 10 min y 2 lavados con 5 mL de DCM por 
10 min cada uno. 
 
Con referencia a los equivalentes de la resina y teniendo en cuenta que se lleva la 
carga nominal de la resina a 0,3 meq/g se adicionaron estos equivalentes del primer 
aminoácido a acoplar Fmoc-Cys(Trt)-OH disuelto en 5 mL de NMP y activado en su 
grupo carboxilo con TBTU, se dejó en reacción por una hora y a continuación se 
acetilaron los grupos aminos libres con la solución de acetilación (DMF/anhídrido 
acético/piridina 1:1:1) durante 30 min, transcurrido este tiempo se procede a lavar 





DCM, cada uno de ellos por un minuto.  Se determinó la ausencia de grupos amino 
libres con el test de Kaiser. 
 
La desprotección del grupo α-amino se llevo a cabo con 5 mL de una solución de 
piperidina al 50% en DMF y 0,1% Tritón X100 con un ciclo de 1 min a potencia de 
10 en horno microondas, a continuación se agitó constantemente por 10 min; se 
repitieron los ciclos de microondas dos veces más.  A continuación se realizaron 5 
lavados con DMF por 1 min, 3 con IPA por 1 min, 3 con DCM por 1 min y finalmente 
se realizó la prueba de ninhidrina, en este si la prueba era positiva (coloración azul 
a verde) se procedió a realizar el acople del siguiente aminoácido, en caso contrario 
se realizó nuevamente el ciclo de desprotección hasta que el ensayo fuera positivo. 
 
A partir del segundo aminoácido cada ciclo de acople se llevó a cabo de la siguiente 
manera: el grupo carboxilo en el primer ciclo de acople se activó con DCC y HOBt 
disueltos en NMP en una relación de cinco excesos con respecto a la sustitución de 
la resina.  Cada uno de los reactores se sometieron a 4 ciclos de acople asistido por 
radiación microondas (horno comercial marca Simply 0.7 pc, Referencia 
SM071WPLU:114562) durante 1 minuto a potencia de 10 Watts, excepto cuando se 
acoplaron los aminoácidos Asp (D), Cys (C) y Ser (S), debido a posibles reacciones 
colaterales.  En los intervalos entre los ciclos, los reactores se dejaron a 
temperatura ambiente por 15 min; luego se procedió a verificar la eficiencia del 
acople con el ensayo de ninhidrina, si el ensayo era negativo se procedía a la 
desprotección del grupo amino como se mencionó anteriormente y si el ensayo era 
positivo el segundo ciclo de acople se realizó utilizando únicamente DCC como 
activador y agitando el reactor por una hora; en este caso no se utilizó microondas 
para minimizar reacciones de racemización, finalizado este tiempo de acople se 
realizaron los lavados descritos anteriormente y de nuevo se realizó el ensayo de 
ninhidrina; si el resultado era negativo se procedió a la desprotección del grupo 
amino, si el ensayo era positivo, en el tercer ciclo de acople el grupo carboxilo se 
activo con TBTU asistiendo la reacción de acople con microondas.  Para un cuarto 
ciclo de acople, el grupo carboxilo fue activado como anhídrido simétrico y dejando 
reaccionar por una hora más.  Si en este punto la prueba de ninhidrina seguía 
siendo positiva se acetilaron los grupos amino libres aún y se continuo la síntesis 
como se ha descrito aquí. 
 
La metodología descrita anteriormente se modificó en el acople del tercer residuo 
para la construcción de lo que hemos denominado como SDDCs, la diferencia 
consistió en acoplar en el tercer residuo del core una Fmoc-Lys-(IVDde)-OH para 
los SDDCs, lo cual permitió una desprotección selectiva del grupo Fmoc α-amino 
para acoplar solo sobre este punto un residuo de Fmoc-β-Ala-OH.  El grupo N-
épsilon de la lisina (IVDde) se desprotegió con Hidracina al 2% en DMF por 30 min 
y los grupos Fmoc tal y como se describió anteriormente, de esta manera en lo que 
hemos denominado core simétrico se tenían dos puntos de anclaje para continuar 
la síntesis como si fuera un doble dímero clásico. 
 
Antes del desanclaje ácido del péptido, el grupo protector Fmoc del extremo N-





tritón, siguiendo los procedimientos establecidos para la desprotección de péptidos 
por Fmoc.  Una vez desprotegido este grupo se dejó secar muy bien la resina por 
varias horas a temperatura ambiente en la cabina de extracción. 
 
Las condiciones óptimas de clivaje son dependientes de la secuencia del péptido y 
de los grupos protectores de las cadenas laterales; sin embargo, el procedimiento 
estándar aplicado para la mayoría de los casos fue: para los péptidos que no 
contenías residuos de Arg (Mtr), Trp desprotegido, Cys (Trt) ni Met, se preparó una 
solución de desanclaje así: 95% TFA/2.5% agua/2.5% TIS. 
 
Para los péptidos que no contenían residuos de Arg (Mtr) ni Trp desprotegido pero 
si residuos de Cys (Trt) y/o Met, se preparó la solución de desanclaje adicionando 
además el scavenger 1,2-etanoditiol así: 94% TFA /2.5% agua /2.5% EDT/1% TIS.  
Los péptidos que contenían una Arg (Mtr) ó un Trp desprotegido, la solución de 
clivaje se preparó así: 81.5% TFA /5% tioanisol / 5% fenol / 5% agua / 2.5% EDT / 
1% TIS. 
 
Se adicionó la solución de desanclaje adecuada a cada reactor teniendo en cuenta 
la relación de 2 mL/100 mg de resina-péptido y se procedió a agitar por 3 horas.  
Transcurrido este tiempo, se transfirió la solución al correspondiente Falcon® y se 
realizaron 3 lavados de la resina con éter etílico frío.  Se dejó por 15 minutos en la 
nevera y se centrifugó a 3500 RPM por 5 minutos.  El precipitado se lavó 4 veces 
más con éter frío, centrifugando cada vez por 5 minutos.  Finalmente el doble 
dímero crudo obtenido se dejó secar en cabina de extracción a temperatura 
ambiente y se procedió a realizar la identificación, análisis y el control de calidad del 
doble dímero sintético. 
 
La pureza de los dobles dímeros sintetizados se determinó por cromatografía 
liquida de alta eficiencia a escala analítica, usando un cromatografo Merck-Hitachi 
L-6200 A (Merck, Tokio, Japón) con detector UV-VIS L-4250 a longitud de onda de 
210 nm, columna RP-18 de 125 x 4.6 mm con un tamaño de partícula de 5 µm, a 
temperatura ambiente y un flujo de 1.0 mL/min.  Los disolventes utilizados como 
fase móvil fueron acetonitrilo (ACN): agua (H2O):ácido trifluoroacético (TFA).  Los 
péptidos se eluyeron en un sistema de gradiente lineal de 0 a 70 % B (A: Agua 
desionizada/0.05% TFA), (B: acetonitrilo/0.05% TFA) en 45 minutos.  En el 
cromatografo se inyectaron 20 µL de volumen de la solución del péptido a una 
concentración de 1 mg/mL. 
 
Cada uno de los dobles dímeros se purificaron por cromatografía líquida de alta 
eficiencia en fase reversa a escala semipreparativa, usando un cromatografo 
Merck-Hitachi L-6200 A, con detector UV-VIS L-4250 a longitud de onda de 210 nm, 
columna RP-18 de 250 x 10 mm con un tamaño de partícula de 10 µm, a 
temperatura ambiente.  Los dobles dímeros se eluyeron a un flujo de 1mL/min, 
empleando un sistema de gradiente lineal (A: Agua desionizada/0.05% TFA), (B: 
acetonitrilo/0.05% TFA).  En el cromatografo se inyectaron 500 µL de la solución del 
dímero a una concentración de 12 mg/mL, durante la elución se recogieron cada 





MALDIF-tof (Matrix Assisted Laser Desorption of Ions Time of Flight), las fracciones 
seleccionadas de cada dímero se reunieron, liofilizaron y se determinó el grado de 
pureza por cromatografía líquida de alta eficiencia a escala analítica. 
 
La caracterización por espectrometría de masas con desorción iónica provocada 
por láser y asistida por matriz con detección de tiempo de vuelo MALDI-tof, se 
realiza en un espectrómetro de masas Bruker Daltonics (Bruker Daltonics Inc.  
Billerica, U. S. A.) Serie microflex MALDI-tof.  Se empleó como matriz una solución 
sobresaturada de ácido α-ciano-4-hidroxicinámico.  La concentración del doble 
dímero crudo y puro fue de 5.0 x 10-4 mg/μL, se dispensó en placa 2.5 μL de una 
solución que contenía una relación 2.5:18 de dímero y matriz respectivamente. 
 
Cada uno de los dímeros sintetizados, purificados y caracterizados se oxidaron con 
1 mL de una solución acuosa de Hidróxido de Sodio (NaOH) a pH 8, la reacción de 
formación del DDC se siguió por cromatografía en fase reversa, el punto final de la 
reacción de oxidación se confirmó por espectrometría de masas MALDI-tof.  El 
doble dímero fue dializado contra agua destilada y desionizada por cinco horas en 
una membrana Spectra/Por® (Spectrum Laboratories, Inc.  Gardena, Ca., U. S. A.) 
con un tamaño de poro de 3500 Da, realizando cambios cada hora; el doble dímero 
fue liofilizado y caracterizado nuevamente por espectrometría de masas y SEC 
(Size Exclusion Chromatography). 
 
4.2.6  Diseño, síntesis y caracterización de Constructos 
Lineales por Condensación (Linear Condensed Constructs - 
LCCs) 
 
Los solventes, activadores y aminoácidos empleados en la síntesis de estos 
constructos están descritos en 4.2.5  
 
La síntesis de LCCs se diseñó de la siguiente manera: se sintetizaron dos 
fragmentos peptídicos cada uno de ellos con dos copias de la secuencia de interés, 
estos fragmentos fueron sintetizados por química Fmoc asistida por microondas tal 
y como se describió en el numeral anterior.  Cada uno de estos fragmentos se 
diferenció del otro en que a uno de ellos se acopló una cisteína en el extremo 
carboxilo terminal y en el otro fragmento un residuo de cisteína en el extremo amino 
terminal.  Finalizada la síntesis y el desanclaje de la resina, cada fragmento 
peptídico fue purificado, caracterizado por cromatografía liquida en fase reversa y 
por espectrometría de masas MALDI-tof. 
 
Para lo condensación de los fragmentos lineales se procedió así: 1 equivalente del 
fragmento con la Cys en el C-terminal se disolvió en una solución de ácido acético 
2N, a esta solución se adicionó una solución de 2,2’-dipiridil disulfuro (DPDS) en 
isopropanol (3 equivalentes); la reacción de formación del derivado péptido-Cys-
Spy se llevo a cabo a temperatura ambiente con agitación constante y fue 
monitoreada por espectrometría de masas MALDI-tof determinando el peso 





derivado, se extrajo el DPDS remanente y el 2 piridilsulfuro, realizando lavados con 
éter frio seguidos de una precipitación por centrifugación a 3000 rpm durante 5 min 
hasta obtener un sobrenadante translucido.  Se retiró el solvente y se obtuvo un 
precipitado blanco correspondiente al derivado péptido-Cys-Spy. 
 
Un equivalente del derivado péptido-Cys-Spy y 1,5 equivalentes del péptido con la 
cisteína en el N-terminal se disolvieron por separado en una solución buffer 0.1 N 
de ácido acético/acetato de sodio de pH 4.7.  Se unieron las dos soluciones para 
llevar a cabo la reacción de condensación a temperatura ambiente y agitación 
constante, la reacción se monitoreo por cromatografía liquida en fase reversa y 
espectrometría de masas MALDI-tof; finalizada la reacción de condensación se 
separo el constructo lineal en un columna empacada con Sephadex G-25 eluyendo 
con ACN al 20% en agua.  Los LCCs fueron liofilizados y caracterizados por 
espectrometría de masas MALDI-tof y SEC.  
 
4.2.7  Análisis de elementos de estructura secundaria 
presentes en constructos de PfASP por DC 
 
El análisis de los elementos de estructura secundaria de los dobles dímeros 
convencionales y simétricos y de los constructos lineales por condensación, se 
realizó en el espectropolarímetro JASCO J-810, bajo las siguientes condiciones: se 
preparó una solución madre pesando 0.20 mg del constructo y disolviéndolo en el 
volumen de solvente calculado para obtener una concentración de 5 x 10-6 M.  El 
solvente empleado se escogió según la solubilidad del constructo, sea en agua 
destilada, desionizada y microfiltrada (H2Odes) o en mezcla 1:1 con acetonitrilo 
grado HPLC.  Posteriormente se preparó la mezcla del constructo en un tubo de 
micro centrífuga de 1.5 mL adicionando primero 10 µL de la solución madre del 
constructo, luego 300 µL de 2,2,2-trifluoroetanol (TFE) y por último 690 µL de 
H2Odes.  Se homogenizó la mezcla, se transvasó a la celda de cuarzo fundido y se 
tomó el espectro de dicroísmo circular (260-190 nm). 
 
Una vez obtenido el espectro de dicroísmo circular, se procesaron los datos por el 
software del equipo: de los datos crudos se eliminó el blanco (TFE 30% en agua) y 
el espectro resultante se suavizó.  Mediante la misma herramienta informática se 
realizó un procesado de los datos para cambiar las magnitudes obtenidas, de 
milidegradientes (mdeg) a elipticidad molar (Molar Ellipticity).  Por último se extraen 
los resultados procesados en valores de longitud de onda (cada 0.2nm) y elipticidad 
molar para realizar la desconvolución empleando los programas Selcon3, Cdsstr y 
Continll, que permiten estimar los elementos estructurales de cada uno de los 
constructos analizados por valores numéricos expresados en porcentajes de α-
hélices, hojas  y random coil ó estructuras al azar. 
 
4.2.8  Análisis de tamaño molecular relativo por 







Cada uno de los constructos sintetizados análogos de la proteína PfASP fueron 
analizados por cromatografía de exclusión por tamaño en un equipo Merck Hitachi 
LaChrom (Merck.  Tokio, Japón) utilizando una columna de exclusión 
Superdex®peptide HR 10/30 (Pharmacia Biotech.  Uppsala, Suecia), en un sistema 
isocrático de Acetonitrilo al 20% en agua desionizada con TFA al 0.05% por 50 
minutos a un flujo de 0,5mL/min y detención en UV a 210 nm; se inyectan 80 µL de 
una solución madre del constructo de 1 mg/mL de concentración.  Los patrones de 
peso molecular utilizados en la curva de calibración fueron Citocromo C (12384 Da), 
Insulina (5733,49 Da) y Angiotensina (1046,19 Da). 
 
4.3  Resultados y discusión 
 
4.3.1  Perfiles de infección y antigenicidad de los polímeros 
modificados derivados de los HABPs de PfASP 
 
La actividad antigénica e inmunogénica de los polímeros obtenidos por la vía no 
controlada de polimerización de cisteínas de las secuencias análogas a los HABPs 
de PfASP que fueron estratégicamente modificados antes del proceso de 
polimerización, se evaluó por su actividad funcional en ensayos in vivo en ratones 
hembra de la cepa BALB/c.  Los resultados se presentan en cuatro grupos de 
animales distribuidos y administrados con cada polímero de su HABP nativo y sus 
correspondientes modificaciones poliméricas. Cada grupo de estudio 
correspondiente a cada HABP de la proteína PfASP cuyos códigos son: 34259 
(grupo 1), 34270 (grupo 2), 34273 (grupo 3) y 34290 (grupo 4). 
 
En el grupo 1 de polímeros modificados del HABP 34259 (secuencia mostrada en 
rojo), se inoculo el polímero del HABP sin ninguna modificación (polímero del HABP 
nativo - 38203) y tres polímeros modificados 38528, 38530 y 38532; las 
modificaciones a partir de sus residuos críticos para la unión resaltados en negrilla 
dentro de las secuencia (Tabla 4-1), la antigenicidad y perfil de infección se 








Tabla 4-1  Polímeros modificados análogos al HABP 34259.  El polímero 38203 
corresponde al polímero sin modificar del HAPB, en los otros tres polímeros los cambios se realizaron 
en los residuos resaltados en negrilla. 
 
Los resultados de antigenicidad se evaluaron en los sueros obtenidos de los 





de las gráficas se observa la amplia diferencia en la absorción a 450 nm (DO) entre 
los anticuerpos de los sueros de las muestras pre-inmunes y los post-inmunización, 
indicando que existe una producción efectiva de anticuerpos contra el péptido 
inoculado en cada uno de los casos y para cada uno de los ratones. 
 
En el ensayo funcional luego de desafío experimental, las curvas de porcentaje de 
parasitemia se puede ver que los ratones infectados con P. berghei no alcanzan un 
nivel de parasitemia superior al 30% en cada uno de los cuatro grupos de estudio; 
en contraste, cada uno de los grupos infectados con P. yoelii alcanzaron niveles de 




































Figura 4-7  Antigenicidad y actividad funcional inmunogénica de polímeros 
modificados HABP 34259.  A) Antigenicidad, B) Perfil de infección, en líneas azules los 
ratones infectados con P. yoelii y en tonos amarillo ratones infectados con P. berghei. 
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También se observa que posterior a los 27 días de infección en tres de los cuatro 
grupos de estudio (38203, 38528 y 38532) todos los ratones habían muerto como 
consecuencia del bajo efecto inmunológico protectivo por parte de los polímeros 
mencionados, mientras que los seis ratones inmunizados con el polímero 38530 
finalizaron el estudio y que en este caso el perfil de infección muestra que los 
individuos inoculados con P. yoelii hacia el día 30 posterior a la infección 
disminuyen la parasitemia indicando un control en la infección por parte de estos 
tres ratones.  Este efecto de control de parasitemia, también se observa en el grupo 
de ratones correspondiente al péptido 38528 donde en el día 30 se presentó una 
disminución en la parasitemia aunque los tres ratones infectados con P. yoelii 
murieron antes de finalizar el estudio y los tres infectados con P. berghei alcanzaron 
hasta un 40% de infección en el último día del estudio. 
 
El segundo grupo del estudio funcional corresponde al polímero del HABP 34270 y 
su análogo en forma de polímero modificado a partir de sus residuos críticos para la 
unión, tal como se observa en la Tabla 4-2, los perfiles de antigenicidad y de 






Tabla 4-2  Polímeros modificados análogos al HABP 34270.  El polímero 38204 
corresponde al polímero sin modificar del HAPB, en el polímero38534 los cambios se realizaron en los 
residuos resaltados en negrilla. 
 
Este grupo de estudio muestra que hay, como en el caso anterior, diferencias entre 
las propiedades antigénicas de los anticuerpos presentes en los sueros pre-inmune 
respecto a la reactividad de los sueros pos-sexta inmunización en los dos grupos de 
estudio.  Como ocurrió con el grupo anterior, la antigenicidad de cada compuesto es 
notoria como puede observarse por las Densidades Ópticas alcanzadas tras la 
sexta inmunización. 
 
Los perfiles de parasitemia luego del desafío experimental, muestran que estos 
niveles se mantuvieron entre el 10% al 20% para los ratones que fueron infectados 
con P. berghei en cada uno de los grupos de estudio.  En contraste los ratones que 
fueron desafiados con P. yoelii superaron el 50% de parasitemia y en el grupo del 
polímero modificado los individuos infectados con esta cepa murieron antes de 
finalizar el estudio.  Los resultados obtenidos con el grupo 2 evidencian que el 
HABP 34270 fue mucho más inmunogénico que la molécula base del estudio 
perteneciente al primer grupo con el HABP 34259. 
 
Es de resaltar que los ratones inoculados con el polímero del HABP 34270 sin 
modificar e infectados con P. yoelii, alcanzaron una parasitemia cercana al 70%, 
superior a los niveles alcanzados por los otros subgrupos de este grupo lo que 
































Figura 4-8  Antigenicidad y actividad inmunogénica del polímero modificado 
HABP 34270.  A) Antigenicidad, B) Perfil de infección, en líneas azules los ratones infectados con 
P. yoelii y en tonos amarillo ratones infectados con P. berghei. 
 
El estudio correspondiente a los grupos de animales inmunizados con el HABP 
34273 (grupo 3) y sus análogos, en este caso se ensayaron tres moléculas 
poliméricas, una correspondiente al polímero del HABP sin modificar (38205) y dos 
polímeros modificados a partir de sus residuos críticos para la unión, en los 
residuos resaltados en negrilla mostrados en la Tabla 4-3.  En la Figura 4-9 se 








Tabla 4-3  Polímeros modificados análogos al HABP 34273.  El polímero 38205 
corresponde al polímero sin modificar del HAPB, en los polímeros 38536 y 38538 los cambios se 
realizaron en los residuos resaltados en negrilla. 
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Figura 4-9  Antigenicidad y actividad inmunogénica de polímeros modificados 
HABP 34273.  A) Antigenicidad, B) Perfil de infección, en líneas azules los ratones infectados con 
P. yoelii y en tonos amarillo ratones infectados con P. berghei. 
 
Este grupo muestra que en general hay diferencia en el perfil antigénico entre la 
reactividad de anticuerpos de los sueros pre-inmune e inmune de cada uno de los 
individuos; aunque estas diferencias no son muy significativas en tres de los seis 
ratones inoculados con el péptido 38536.  Los perfiles de infección de los ratones 
infectados con P. yoelii se mantuvieron entre un 20% y un 60% durante el tiempo 
del ensayo en los tres grupos de estudio.  Los ratones del grupo inoculado con el 
péptido 38538 e infectados con P. yoelii murieron antes de finalizar el estudio 
debido a la severidad de la infección con esta cepa de malaria murina. 
 
Los grupos de ratones infectados con P. berghei en promedio mantuvieron una 
parasitemia entre un 5% a 20% de infección, el efecto del evidente control de la 
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ratones desafiados con Plasmodium berghei incluso el control de la parasitemia 
llego a niveles cercanos al 3% en algunos días del estudio.  En contraste los 
animales retados con Plasmodium yoelii desarrollaron niveles importantes de 
infección lo que al parecer ocasionó  su deceso, esto demuestra la virulencia de 
esta cepa de Plasmodium para lo cual hubiese sido importante administrar una o 
dos dosis adicionales del HABP modificado para evidenciar su efecto protector 
dependiente de la dosis o número de contactos del sistema inmunológico de los 
animales administrados con estos antígenos. 
 
En el grupo 4 del estudio inicial, tres polímeros análogos del HABP 34290 fueron 
ensayados, uno correspondiente al polímero del HABP sin modificar y los otros dos 
con modificaciones en los residuos resaltados con negrilla a partir de sus residuos 
críticos para la unión, Tabla 4-4.  En la Figura 4-10 se presentan la antigenicidad y 








Tabla 4-4  Polímeros modificados análogos al HABP 34290.  El polímero 38206 
corresponde al polímero sin modificar del HAPB, en los polímeros 38540 y 38542 los cambios se 
realizaron en los residuos resaltados en negrilla. 
 
En cada uno de los tres subgrupos que conforman el grupo 4 en general se observó 
diferencia en la antigenicidad entre el suero pre-inmune e inmune de la sexta 
inmunización como en los casos anteriores; es de anotar que en este grupo de 
estudio cuatro de los seis ratones inoculados con el polímero 38542 mostraron una 
baja diferencia de antigenicidad entre los sueros pre-inmunes e inmunes. 
 
Es de destacar que los ratones infectados con la cepa de P. berghei manejaron un 
nivel de parasitemia que no supero el 20% en los tres grupos de estudio.  En 
contraste los grupos de ratones infectados con P. yoelii manejaron una parasitemia 
más alta, en promedio del 40% y en los tres grupos de estudio todos los ratones 
murieron antes de finalizar el estudio.  Vale la pena resaltar que a pesar de esto en 
algunos de los animales los porcentajes de parasitemia disminuyen insinuando un 
control de la infección, obsérvese específicamente un ratón del grupo inoculado con 
el polímero 38540 y otro del grupo del polímero 38542, resultados observados 
hasta el día en que se pudo medir la parasitemia.  
 
Así, el HABP nativo 34290 y sus análogos modificados evidencian alta 
antigenicidad pero un bajo efecto funcional protectivo frente a dosis letales 







































Figura 4-10  Antigenicidad y actividad inmunogénica de los polímeros 
modificados HABP 34290.  A) Antigenicidad, B) Perfil de infección, en líneas azules los 
ratones infectados con P. Yoelii y en tonos amarillo ratones infectados con P. Berghei. 
 
Complementando este estudio inicial con los HABPs de PfASP y sus análogos 
modificados polimerizados por la vía convencional no controlada de cisteína, en la 
Figura 4-9 se muestra el perfil de antigenicidad de los dos controles del ensayo, el 
primero corresponde al control de péptido que es un polímero peptídico derivado de 
la proteína L2 del VPH (polímero peptídico no relacionado 36936) y el otro grupo 
constituido como placebo (administrado con solución salina), en este caso no se 
observan diferencias significativas en cuanto a reactividad de anticuerpos o 
antigenicidad manifiesta por las DO registradas entre los sueros de los animales 
pre-inmune y pos-inmunización. 
 
Los perfiles de parasitemia para estos dos grupos de estudio están en niveles entre 
el 20 y 40% en promedio, tanto para el grupo control péptido como para el grupo 



















B 18 19 22 23 25 26 27 28 29 30 32 33 34








































B 18 19 22 23 25 26 27 28 29 30 32 33 34








































B 18 19 22 23 25 26 27 28 29 30 32 33 34




























placebo para los ratones que fueron infectados con P. berghei.  El grupo placebo 
infectado con la misma dosis de P. yoelii mostro niveles de parasitemia elevados 
hasta de un 70% de infección después del desafío, mientras que en el grupo control 
de péptido no relacionado todos los ratones infectados con esta cepa se infectaron 
muy rápidamente y murieron a los tres días del reto experimental. 
 
En conjunto estos resultados mostraron que existen diferencias importantes entre 
los antígenos administrados derivados de los HABPs nativos y sus análogos.  Sin 
embargo la antigenicidad de cada molécula fue importante y bien diferenciada pese 
a que los anticuerpos inducidos por estas no necesariamente participaron de 
manera eficaz en el control de la infección por malaria. 
 
La menor virulencia de P. berghei en contraste con P. yoelii evidenció la 
importancia de administrar un mayor número de dosis de antígeno para tratar de 
controlar el alto grado de virulencia de P. yoelii donde la mayoría de los ratones 
infectados con esta cepa en los grupos control y en algunos de los analitos 
perecieron antes de culminar el experimento.  Así mismo se evidenció que algunos 
análogos de los HABPs 34270, 34273 y 34290 por su efecto activo en el control de 
niveles de parasitemia en los animales administrados con estos análogos los 
postulan como moléculas modelo a ser tenidas en cuenta para los procesos de 























Figura 4-11  Antigenicidad y actividad inmunogénica de los controles del 
estudio.  A) Antigenicidad del péptido no relevante y del Placebo, B) Perfil de infección del péptido 
no relevante y del Placebo, en líneas azules los ratones infectados con P. yoelii y en tonos amarillo 
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En consecuencia derivada de los resultados y evidencia obtenida con el desarrollo 
de este capítulo objetivo de este trabajo, en su conjunto estos resultados 
permitieron seleccionar y proponer una secuencia derivada de cada uno de los 
HABPs de PfASP (Tabla 4-5) para así plantear y desarrollar una estrategia sintética 
que permita obtener multicopias o constructos de alto peso molecular definidos 
fisicoquímicamente de aquellas secuencias que mostraron en este estudio previo 
ser relevantes en el proceso de la infección por malaria en el modelo murino. 
 
HABP POLIMERO SECUENCIA 
34259 38530 CGKENKNDNFLNDIFKLQNIWRGC 
34270 38534 CGLRESEGSTYLMDKLFKKLSEGC 
34273 38538 CGNKYMYMNDVQSILNNHHLENGC 
34290 38542 CGLIPDKKYYLLGVKIEFKTQEGC 
 
Tabla 4-5  Secuencias seleccionadas para diseño y síntesis de constructos. 
 
4.3.2  Ensayos de citotoxicidad y actividad hemolítica de 
polímeros seleccionados de PfASP obtenidos por vía no 
controlada de polimerización por cisteína 
 
Los ensayos de actividad hemolítica y citotoxicidad de los péptidos poliméricos 
modificados se realizaron para determinar la inocuidad de cada uno de las 
secuencias seleccionadas, teniendo en cuenta que los constructos diseñados y 
sintetizados serían evaluados en un nuevo estudio in vivo que permitiría identificar 
si la actividad antigénica e inmunogénica de estas secuencias se ve modificada al 
ser presentada en este tipo de modelos de constructos. 
 
En la Figura 4-12 se observa el resultado de la actividad citotóxica de las cuatro 
secuencias seleccionadas de PfASP.  Se puede observar que ninguna de estas 
secuencias es citotóxica a las concentraciones evaluadas desde 500 hasta 0,010 
µg/mL en diluciones seriadas; la viabilidad celular se manifiesta por el color purpura 
desarrollado por el reactivo MTT al recibir la carga electrónica transmitida por las 
células viables HT29, un perfil contrario (incoloro) es indicativo de la actividad toxica 
del compuesto en prueba, en este caso se emplearon dos detergentes Tween 20 y 
Tritón X114 a bajas concentraciones (0,5%) y como control peptídico se usó el 
péptido antimicrobiano Melitina conocido por su actividad hemolítica y tóxica 



























Figura 4-12  Actividad citotóxica secuencias seleccionadas de análogos de HABPs 
de PfASP. 
 
De la misma manera se evaluó la actividad hemolítica y para estas secuencias 
poliméricas fue nula a todas y cada una de las concentraciones ensayadas (500 
hasta 0,010 µg/mL en diluciones seriadas como en el ensayo anterior), resultado 
equivalente a la no presencia de color en la placa del ensayo, contrastando con la 
coloración propia de la hemólisis de los glóbulos rojos observada en los pozos 



























4.3.3  Diseño, síntesis y caracterización de Constructos de 
Dobles Dímeros Simétricos – (Symmetric Double Dimmer 
Constructs - SDDCs)  
 
En los últimos quince años el grupo funcional de síntesis química de la FIDIC ha 
fijado dentro de sus objetivos encontrar una estrategia sintética que permita la 
obtención de multicopias de un antígeno de interés el cual sea 100% caracterizable 
como una única especie; es así como se llego al desarrollo de lo que en su 
momento se denominó (Double Dimmer Constructs –DDCs) [7], no obstante se ha 
determinado en ensayos de laboratorio (resultados no mostrados) que esta 
estrategia no es aplicable a todo tipo de secuencias quizás debido a las 
restricciones de tipo conformacional que se puedan presentar en el desarrollo de la 
síntesis y/o a la diferencia que puede existir en la reactividad del grupo amino 
épsilon en comparación con el amino unido al carbono alfa del amino ácido lisina 
(Lys), el cual es el aminoácido que permite la construcción de moléculas peptídicas 
tipo DDC. 
 
Es así como en este trabajo de investigación se propuso minimizar la diferencia en 
cuanto a distancia de los dos grupos amino de la lisina en referencia al carbono alfa 
y determinar su posible efecto sobre las eficiencias sintéticas de este tipo de 
constructos. Con este propósito se diseñó la síntesis de un constructo 
macromolecular simétrico, incorporando un residuo de -Alanina sobre el grupo alfa 
amino de la lisina; de tal manera que las distancia de las funciones amino α y ξ de 
la lisina a su carbono fuese comparable (Figura 4-14) y de esta manera equiparar 
la reactividad de estas dos funciones amino.  La construcción de estas moléculas 
se designó como Constructos de Dobles Dímeros Simétricos (Symmetric Double 














(SECUENCIA DE INTERES)2βAlaKGC 
 
Figura 4-14  Diseño de núcleos simétricos de lisina.  Distancias calculadas con el programa libre 















Con este nuevo núcleo (core) para la síntesis de SDDCs y con las secuencias 
seleccionadas análogas a cada uno de los cuatro HABPs de PfASP se diseñaron y 
sintetizaron ocho dobles dímeros simétricos (dos por cada análogo modificado) 
Tabla 4-6.  Estos SDDCs se diseñaron bajo el planteamiento de introducir en cada 
secuencia un motivo sustrato de catepsinas con el fin de tratar de guiar o modular el 
procesamiento de cada una de estas moléculas in vivo luego de su fagocitosis por 
parte de monocitos, macrófagos y otras APC reclutadas en el proceso de 
inmunización [10-11].  Se escogieron los motivos sustrato de catepsinas Val-Leu-
Phe-Val (VLFV) y Phe-Leu-Ala-Ser (FLAS) suponiendo que estos actuarían como 
secuencias “carnada” o en términos más formales “biomarcadores” para facilitar el 
eventual procesamiento antigénico  
 
PÉPTIDO SECUENCIA 
38530       CGKENKNDNFLNDIFKLQNIWRGC 
38985        (KENKNDNFLNDIFKLQNIWRVLFV)2β-AKGC 
38989        (KENKNDNFLNDIFKLQNIWRFLAS)2β-AKGC 
  
38534       CGLRESEGSTYLMDKLFKKLSEGC 
38986        (LRESEGSTYLMDKLFKKLSEVLFV)2β-AKGC 
38990        (LRESEGSTYLMDKLFKKLSEFLAS)2β-AKGC 
  
38538        CGNKYMYMNDVQSILNNHHLENGC 
38987         (NKYMYMNDVQSILNNHHLENVLFV)2β-AKGC 
38991         (NKYMYMNDVQSILNNHHLENFLAS)2β-AKGC 
  
38542      CGLIPDKKYYLLGVKIEFKTQEGC 
38988       (LIPDKKYYLLGVKIEFKTQEVLFV)2β-AKGC   
38992       (LIPDKKYYLLGVKIEFKTQEVLFV)2β-AKGC 
 
Tabla 4-6  Diseño de constructos de dobles dímeros simétricos.  Se diseñaron y 
sintetizaron dos SDDCs simétricos por cada una de las secuencias seleccionadas análogas a cada 
uno de los HABPs de PfASP; en cada caso, antes se sintetizar la secuencia de interés se introdujeron 
motivos sustrato para Catepsinas VLFV y FLAS, marcados en rojo. 
 
La Figura 4-15 muestra el perfil sintético de los dos dímeros simétricos análogos al 
HABP 34259; teniendo en cuenta que estos dímeros se diferencian en tres de los 
cuatro residuos posteriores al core, solo se observó diferencia en el residuo 14Leu 
que en el caso del dímero 38985 requirió un ciclo más de acople; por tanto de se 
puede afirmar que no existe diferencia en el proceso sintético de estas dos 
moléculas y esto se ve reflejado directamente en el rendimiento de la molécula 
































Figura 4-15  Perfil sintético SDDCs análogos al HABP 34259. 
 
Finalizado el proceso de síntesis de estos dímeros simétricos, la caracterización por 
cromatografía líquida de los péptidos crudos indico que estas son moléculas no 
purificables y adicionalmente no fue posible realizar la determinación del peso 
molécula, por lo cual estas moléculas fueron codificadas como no purificables 
(código Rojo siguiendo los estándares de control del grupo funcional de síntesis 
química); sin embargo los controles por espectrometría de masas en el residuo 
15Lys del dímero 38985 y en el residuo 14Leu para el dímero 38989 mostraban que 
la síntesis avanzaba de manera correcta (Figura 4-16), indicando que era viable 
continuar con el proceso. 
 
No obstante, estos resultados demuestran que independiente de finalizar un 
proceso sintético de manera exitosa, los análisis de caracterización final por 
espectrometría de masas y/o por cromatografía líquida son definitivos en la 




























Ciclo 1: AA+DCC+HOBt/NMP MW 
Ciclo 2: AA+DCC/NMP
Ciclo 3: AA+TBTU+HOBT+DIEA/NMP MW



























Figura 4-16  Caracterización dímeros análogos al HABP 34259.  A) Espectro de 
masas del control de síntesis en el residuo 15 del dímero 38985, B) Espectro de masas del control de 
síntesis en el residuo 14 del dímero 38989 C) Cromatograma dímero 38985 crudo y D) Cromatograma 
dímero 38989 crudo. 
 
El perfil sintético de los dímeros análogos al HABP 34270 se presenta en la Figura 
4-17, donde se observa que hay diferencia en un ciclo más de acople para el 
dímero 38986 en los residuos 14Phe, 20Tyr, 24Glu y 25Ser. 
 
La caracterización por cromatografía líquida y por espectrometría de masas de los 
dímeros puros antes de someterlos al proceso de oxidación y el espectro de masas 
del SDDC simétrico se presentan en la Figura 4-18.  Los tiempos de retención de 
los dos dímeros en 34 minutos muestran que estas moléculas tienen características 
hidrofóbicas con perfiles cromatográficos bien definido correspondientes a especies 
completamente puras; el análisis por espectrometría de masas determino que tanto 
el dímero como el doble dímero tienen la masa molecular esperada, en el espectro 
del dímero y del SDDC se observa una señal correspondiente al M+2.. 
 
Los rendimientos finales fueron 8% para el SDDC 38986 y 2% para el SDDC 










CONTROL RESIDUO 15  - 38985 
(KLQNIWRVLFV)2β-AKGC
PM: 3171.87 uma
CONTROL RESIDUO 14 - 38989 
(LQNIWRFLAS)2β-AKGC
PM: 2835.31 uma
DIMERO 38985 – CÓDIGO: R
(KENKNDNFLNDIFKLQNIWRVLFV)2β-AKGC
C)













































Figura 4-18  Caracterización dobles dímeros y SDDCs análogos al HABP 
34270.  38986 A) Cromatograma dímero puro  B) Espectro de masas del dímero puro C) Espectro 
de masas del SDDC.  38990 A) Cromatograma dímero puro B) Espectro de masas del dímero puro C) 
Espectro de masas del SDDC. 
 
El perfil sintético de los dobles dímeros simétricos análogos al HABP 34273 se 
presenta en la Figura 4-19, aquí se observan diferencias en los ciclos de acople de 
cada uno de los dímeros simétricos en los residuos 9Asn, 13His, 14Asn, 15Asn, 22Asn 
y 27Lys donde se realizaron dos ciclos más de acople para el dímero 38991, en este 
caso estas diferencias solo pueden ser atribuidas a los tres aminoácidos que hay de 
diferencia posteriores al core en cada uno de estos dímeros. 
38986 (LRESEGSTYLMDKLFKKLSEVLFV) 2βAlaKGC




















Ciclo 1: AA+DCC+HOBt/NMP MW 
Ciclo 2: AA+DCC/NMP
Ciclo 3: AA+TBTU+HOBT+DIEA/NMP MW








































Figura 4-19  Perfil sintético SDDCs análogos HABP 34273. 
 
La caracterización de los dímeros puros y de los SDDCs se muestra en la Figura 4-
20, el cromatograma de los dímeros corrobora el carácter hidrofóbico de estas 
moléculas y el grado de pureza de las mismas, resultado soportado por el espectro 


















Figura 4-20  Caracterización dobles dímeros y SDDCs análogos al HABP 
34273.  38987 A) Cromatograma dímero puro B) Espectro de masas del dímero puro C) Espectro de 
masas del SDDCs. ND.  38991 A) Cromatograma dímero puro B) Espectro de masas del dímero puro 
























Ciclo 1: AA+DCC+HOBt/NMP MW 
Ciclo 2: AA+DCC/NMP
Ciclo 3: AA+TBTU+HOBT+DIEA/NMP MW





















No fue posible determinar el peso molecular del SDDC 38987, en los realizados 
para este fin no se observó señal alguna quizás debido a la baja solubilidad de la 
muestra en el solvente de análisis que no permitió que este ionizara de manera 
adecuada; igual la caracterización del dímero y el seguimiento de la reacción del 
doble dímero son garantes de la obtención del SDDC así como los resultados de la 
cromatografía de exclusión por tamaño que se presentan más adelante.  El peso 
molecular del SDDC 38991 experimental coincide con el calculado y en el espectro 
se observa una señal adicional correspondiente a M+2. 
 
A pesar de la diferencia observada en el proceso sintético de estas dos moléculas 
los rendimientos finales son del 3.5 % para el SDDC 38987 y 3.1% para el SDDC 























Figura 4-21  Perfil sintético SDDCs análogos HABP 34290. 
 
Los dobles dímeros simétricos análogos al HABP 34290 tienen un perfil sintético 
donde se observa un ciclo más de acople en los residuos 13Phe y 23Lys del dímero 
38992, tal y como se muestra en la Figura 4-21; así, para este caso no hay 
diferencias notorias en el proceso sintético. 
 
La caracterización de los dímeros y del dímero simétrico se presenta en la Figura 
4-22.  En el cromatograma del dímero 38988 crudo hay una señal principal de base 
ancha a un tiempo de retención correspondiente a una especie hidrofóbica, el 
espectro de masas de este dímero crudo indica que la molécula cruda tiene el peso 
molecular calculado pero en el proceso de purificación se determinó que la 
38988 (LIPDKKYYLLGVKIEFKTQEVLFV) 2βAlaKGC
38992 (LIPDKKYYLLGVKIEFKTQEFLAS) 2βAlaKGC
Ciclo 1: AA+DCC+HOBt/NMP MW 
Ciclo 2: AA+DCC/NMP
Ciclo 3: AA+TBTU+HOBT+DIEA/NMP MW





molécula está en una concentración mínima, por lo cual es codificada como no 




















Figura 4-22  Caracterización dobles dímeros y SDDCs análogos al HABP 
34290.  38988 A) Cromatograma dímero crudo B) Espectro de masas del dímero crudo.  38992 A) 
Cromatograma dímero puro B) Espectro de masas del dímero puro C) Espectro de masas del SDDC. 
 
El dímero puro del 38992 tiene un perfil cromatográfico con una sola especie 
indicando el grado de pureza y el peso molecular determinado por espectrometría 
de masas del dímero sin oxidar y oxidado corresponde al calculado, en el espectro 
del SDDC la especie que más ioniza es la correspondiente al M+2.  El rendimiento 
de este constructo fue del 2%. 
 
Los perfiles sintéticos, las caracterizaciones por cromatografía y espectrometría de 
masas de los ocho constructos sintetizados mostraron que la estrategia es 
dependiente de la secuencia y que la imposibilidad de tener la molécula final 
completamente pura y con un rendimiento dentro del rango va a depender de las 
ineficiencias sintéticas que se presenten en cada caso en particular. 
 
Como se ha determinado en la síntesis de moléculas tipo peptídico cada estrategia 
de síntesis es dependiente de la secuencia a sintetizar y esto se refleja aquí donde 
no fue posible purificar tres de las ocho moléculas, precisamente porque 
ineficiencias sintéticas propias de la secuencia hacen que a pesar de culminar la 
síntesis, los dímeros crudos no contengan un porcentaje alto de la molécula de 
interés de tal manera que se justifique un proceso de purificación.  Así mismo se 
observa que cinco moléculas fueron sintetizadas, purificadas y caracterizadas como 
una única especie. 
 
Estos resultados en conjunto permitieron escoger dos de las cuatro secuencias de 



















constructos de tipo lineal, las secuencias seleccionadas fueron las análogas al 
HABP 34270 y 34273. 
 
4.3.4  Diseño, síntesis y caracterización de Constructos 
Lineales por Condensación (Linear Condensed Constructs - 
LCCs) 
 
En la búsqueda de estrategias sintéticas que permitan la obtención de moléculas o 
constructos multicopias de un antígeno de interés aquí se propone lo que se ha 
denomina Constructos Lineales por Condensación – LCCs. 
 
Se plantea el diseño a partir de la construcción de fragmentos de tipo lineal donde 
cada uno contiene dos copias de la secuencia de interés, las cuales están 
separadas por un espaciador no relacionado a la secuencia de interés (para este 
estudio acido amino hexanoico o secuencias motivo catepsina), la diferencia entre 
estas dos construcciones de tipo lineal radica en la posición de un residuo de 
cisteína, en un fragmento esta en el extremo carboxilo y en otro en el amino. 
 
La derivatización del grupo tiol del residuo de cisteína carboxilo en el fragmento 
lineal hasta Cys(SPys) [8-10], permite plantear una reacción de condensación en 
solución de los dos fragmentos lineales, donde hay una reacción de sustitución 
entre el grupo tiol del residuo de Cys amino terminal en el fragmento lineal y el 
fragmento ya derivatizado en el grupo tiol de la Cys carboxilo dando así lugar a un 


















Figura 4-23  Diseño sintético de constructos lineales por condensación – 
LCCs.  Las líneas en zigzag corresponden a secuencias de aminoácidos no propios de la secuencia 
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En la Tabla 4-7 se presenta el diseño de cada uno de los fragmentos lineales 
precursores de los Constructos Lineales por Condensación – LCCs, también se 
plantea la síntesis del doble dímero convencional con el fin de tener la secuencia de 
interés en este tipo de presentación para estudios posteriores in vivo y así evaluar 


















Tabla 4-7  Secuencias de fragmentos lineales y constructos de dobles 
dímeros.  Los residuos en rojo corresponden a los espaciadores tipo ácido amino hexanoico o 
residuos constituyentes de motivos catepsina, los residuos resaltados en negrilla corresponden a los 
residuos modificados con referencia al HABP original, cada una de las cisteínas bien sea en extremo 
carboxilo ó amino se encuentran resaltadas. 
 
Los perfiles sintéticos de los cuatro fragmentos lineales y el dímero, análogos al 
HABP 34270 se presentan en la Figura 4-24, en este perfil se observa claramente 
que en el dímero convencional los residuos 8Lys, 9Asp, 11Leu, 12Tyr, 14Ser, 16Glu, 
17Ser, 18Phe, 19Arg y 20Leu; posteriores a la construcción del core, se presenta 
mayor dificultad sintética en comparación con los fragmentos lineales.  En estos 
fragmentos lineales no hay diferencias sintéticas muy marcadas y los controles del 
proceso de síntesis indicaron un avance satisfactorio del proceso. 
 
En este perfil también se observa que en la síntesis de la segunda copia de la 
secuencia hay menos dificultad en los fragmentos 39098 y 39099 donde se ha 
acoplado el espaciador de ácido amino hexanoico en cada caso, aquí es importante 
resaltar que para la incorporación de los motivos catepsina como espaciadores se 
hace necesario como mínimo un ciclo de acople por cada aminoácido (en total 
cuatro) y para el caso del amino hexanoico solo se hace necesario un ciclo de 
acople; por tanto aquí debe radicar la diferencia en los ciclos de acople para los 
siguientes residuos. 
 
En la Figura 4-25 los cromatogramas de los dos fragmentos lineales puros con 
espaciador de motivos catepsina, tienen una base ancha en tiempos de elución de 
especies con carácter hidrofóbico y los espectros de masas muestran que el peso 
















molecular corresponde al peso molecular calculado, el rendimiento total de estas 
moléculas fue de 0.3% para el fragmento 39051 y de 1% para 39052.  Estos bajos 
rendimientos no permitieron continuar el proceso de derivatizar el fragmento 39051 
para obtener el respectivo péptido-Cys(Pys) que permitiera dirigir la condensación 
con el fragmento 39052.  Bajo este inconveniente se toma la decisión de someter a 
proceso de oxidación estándar el fragmento lineal 39052 que tiene el residuo de 
cisteína en el amino terminal, así se obtiene una especie tetramérica cuyo análisis 
por espectrometría de masas mostro que esta molécula tiene el peso molecular 
correspondiente, espectro C en la Figura 4-25; en este espectro también se 
observa una señal correspondiente al M+2. 
 
El rendimiento final para obtener este polímero con cuatro copias de la secuencia 
de interés fue del 1%. 
 
Ciclo 1: AA+DCC+HOBt/NMP MW 
Ciclo 2: AA+DCC/NMP
Ciclo 3: AA+TBTU+HOBT+DIEA/NMP MW
Ciclo 4: Anhídrido Simétrico
39106                              (LRESEGSTYLMDKLFKKLSE)2KGC
39051       LRESEGSTYLMDKLFKKLSEFLASLRESEGSTYLMDKLFKKLSEVLFVC
39052  CFLASLRESEGSTYLMDKLFKKLSEVLFVLRESEGSTYLMDKLFKKLSE      
39098        LRESEGSTYLMDKLFKKLSEAhxLRESEGSTYLMDKLFKKLSEC


















39051 39052 39098 39099 39106
 
Figura 4-24  Perfil sintético fragmentos lineales y doble dímero, análogos al 
HABP 34270. 
 
La caracterización de los fragmentos lineales puros 39098 y 39099 se muestran en 
la Figura 4-26, los cromatogramas presentan una señal que permite identificar 
estas moléculas como especies puras con un tiempo de retención donde se 
evidencia su carácter hidrofóbico, los espectros de masas presentan una señal que 
coincide con el peso molecular caracterizado. 
 
Los rendimientos posteriores al proceso de purificación fueron del 10% para 39098 
y 17% para el 39099, esto permitió continuar con el proceso de derivatización del 
39098 y su posterior condensación con 39099 en una relación 1,14:1 equivalentes 
(39098:39099), para así obtener el Constructo Lineal por Condensación – LCC 





acorde con la esperada, en el espectro de este constructo se observa una señal 
correspondiente a la ionización de M+2.  El rendimiento final calculado para este 
































Figura 4-25  Caracterización fragmentos lineales y polímero 39052 análogos 
HABP 34270.  A) Cromatograma fragmentos lineales puros, B) Espectro de masas fragmentos 
lineales puros y C) Espectro de masas polímero. 
 
En la Figura 4-27 se registran los perfiles sintéticos de los cuatro fragmentos 
lineales precursores de los LCCs y del doble dímero convencional asimétrico ADDC 
correspondientes al análogo modificado del HABP 34273.  En este perfil es notoria 
que para el acople de los residuos 3Leu, 9Ile, 12Val, 13Asp, 14Asn, 19Lys y 20Asn, se 
necesitaron más ciclos de acople en referencia a la síntesis de los cuatro 
fragmentos lineales.  Tal y como se observo en la construcción de los fragmentos 
lineales del análogo anterior, aquí los fragmentos lineales 39100 y 39101 
presentaron menos dificultad sintética en la construcción de la segunda copia de la 





















































Figura 4-26  Caracterización fragmentos lineales y LCC 39104 análogos HABP 
34270.  A) Cromatograma fragmentos lineales puros, B) Espectro de masas fragmentos lineales 
puros y C) Espectro de masas LCC. 
 
La caracterización de los fragmentos lineales puros 39053 y 39054 (Figura 4-28) 
muestran perfiles cromatográficos de especies puras con tiempos de retención para 
moléculas con carácter hidrofóbico y los espectros de masas indican que los pesos 
moleculares experimentales coinciden con los calculados para cada uno de ellos.  
Los rendimientos de estos fragmentos fueron de 4,1% para el 39053 y 7% para el 
39054.  Se prosiguió a derivatizar el fragmento 39053 y posteriormente condensarlo 
con 39054 en una relación estequiometria de 1,5:1 respectivamente para así 
obtener el LCC 39103 con un rendimiento final del 0.9%, el espectro de masas de 
este constructo muestra que la especie que más ioniza es el M+2 y en menor 
proporción la correspondiente al M+. 
 























Ciclo 1: AA+DCC+HOBt/NMP MW 
Ciclo 2: AA+DCC/NMP
Ciclo 3: AA+TBTU+HOBT+DIEA/NMP MW
Ciclo 4: Anhídrido Simétrico
39107                              (NKYMYMNDVQSILNNHHLEN)2KGC
39053 NKYMYMNDVQSILNNHHLENFLASNKYMYMNDVQSILNNHHLENVLFVC
39054  CFLASNKYMYMNDVQSILNNHHLENVLFVNKYMYMNDVQSILNNHHLEN
39100        NKYMYMNDVQSILNNHHLENAhxNKYMYMNDVQSILNNHHLENC


















39053 39054 39100 39101 39107
 
Figura 4-27  Perfil sintético fragmentos lineales y doble dímero análogos al 
HABP 34273. 
 
Los cromatogramas correspondientes a los fragmentos lineales puros 39100 y 
39101 caracterizan especies puras con tiempos de retención correspondientes con 
la hidrofobicidad de estas moléculas y los espectros de masas indican que el peso 
molecular coincide con el calculado, Figura 4-29. 
 
Los rendimientos de los fragmentos lineales puros fueron de 11,8% para 39100 y 
3,3% para 39101.  Una vez derivatizado hasta péptido-Cys(SPys) el fragmento 
39100 la condensación con 39101 se realizo en una relación 1,12:1 (39100:39101) 
para así obtener el LCC 39015 con un 0,4% de rendimiento final para esta 
molécula.  
 
El espectro de masas de LCC 39105 (C en la Figura 4-29) indica que la molécula 






















































Figura 4-28  Caracterización fragmentos lineales y LCC 39104 análogos HABP 
34273.  A) Cromatograma fragmentos lineales puros, B) Espectro de masas fragmentos lineales 




































































Figura 4-29  Caracterización fragmentos lineales y LCC 39105 análogos HABP 
34273.  A) Cromatograma fragmentos lineales puros, B) Espectro de masas fragmentos lineales 
puros y C) Espectro de masas LCC. 
 
La caracterización de los dobles dímeros y de sus respectivos constructos de 
dobles dímeros ADDCs convencionales asimétricos se muestran en la Figura 4-30, 
los cromatogramas muestran señales con características de moléculas puras a 
tiempos de retención propios de moléculas de tipo hidrofóbico, los espectros de 
masas de los dímeros muestran que tienen el peso molecular esperado al igual que 
los análisis de masas de los ADDCs donde se observa adicionalmente la ionización 
de la especie M2+. 












































Figura 4-30  Caracterización Constructos Dobles Dímeros Asimétricos – 
ADDCs.  39106 Análogo al HABP 34270 y 39107 Análogo al HABP 34273, A) Cromatograma 
dímero puro, B) Espectro de masas dímero puro y C) Espectro de masas ADDCs. 
 
En un ensayo adicional cada uno de los constructos sintetizados fue caracterizado 
por cromatografía de exclusión por tamaño y los resultados se presentan en las 
Tablas 4-8 y 4-9.  La curva de calibración se construyo con tres patrones así: 
Citocromo C con un PM de 12384,00 y un tiempo de retención de 18.37 min, 
Insulina con un PM de 5733,49 y un tiempo de retención de 22.51 min y 
Angiotensina con un PM de 1046,19 y un tiempo de retención de 31.6 min. 
La curva de calibración obtenida (Figura 4-31) se utilizó para determinar el rango 
















































Polímero de cisteínas con varias especies de 
pesos moleculares superiores al calculado para 








Se observan dos especies, una correspondiente 
al rango de peso molecular esperado para el 
doble dímero y la otra al rango de peso del 
constructo de doble dímero, esta última en un 
muy baja proporción.  
20.32 8694,80 
39106 DDC 10035,52 18.91 11302,06 




12014,00 19.07 10970,66 




11851,00 19.04 11032,05 





18.80 11535,68 Dos especies, una de menor peso molecular y 
otra dentro del rango de peso molecular 
esperado, esta última en mayor proporción.  20.77 7996,67 
 
Tabla 4-8  Análisis por cromatografía de exclusión por tamaño constructos 
análogos al HABP 34270. 
 














16.16 18849,47 Polímero de cisteínas con varias especies de 
pesos moleculares superiores al calculado para la 







Se observan dos especies. una correspondiente al 
rango de peso molecular esperado para el doble 
dímero y la otra al rango de peso del constructo de 
doble dímero, esta última en un muy baja 
proporción 
22.61 5679,05 
39107 DDC 10447,62 19.52 10089,79 




12430,00 18,51 11660,72 




12257,00 19.17 10768,50 




11831,32 20.24 8743,45 




10418,00 18.91 11302,06 
Dos especies, una de menor peso molecular y otra 
dentro del rango de peso molecular esperado, esta 
última en mayor proporción. 
 
Tabla 4-9  Análisis por cromatografía de exclusión por tamaño constructos 
análogos al HABP 34273. 
 
Los resultados obtenidos del análisis de SEC muestran que la masa molecular de 
cada una de las moléculas sintetizadas se encuentra dentro de un rango de peso 
molecular que corresponde al peso del constructo calculado o esperado y 






4.3.5  Análisis de elementos de estructura secundaria por 
dicroísmo circular 
 
Cada uno de los constructos sintetizados se sometieron a evaluación experimental 
para determinación de los elementos de estructura secundaria por dicroísmo 
circular y los espectros obtenidos se presentan en la Figura 4-32, los análisis se 
realizaron en dos sistemas acuosos, en solo agua y en TFE al 30% en agua para 
todas las moléculas. 
 
Los constructos análogos al HABP 34270 presentan espectros con tendencia α-
helical tanto en agua como en TFE al 30% a excepción del constructo 39052 que 
corresponde al polímero tetramérico, por tanto estos resultados sugieren que 
independiente a la construcción sintética las tendencias estructurales de la 
secuencia en particular se mantienen.  Nótese que las características helicales de 






























Figura 4-32  Espectros de dicroísmo circular constructos sintéticos. 
 
ANÁLOGOS AL HABP 34273
NKYMYMNDVQSILNNHHLEN










190 200 210 220 230 240 250 260






39105  TFE 
39107 TFE
TFE 30% 
ANÁLOGOS AL HABP 34270
LRESEGSTYLMDKLFKKLSE
190 200 210 220 230 240 250 260








190 200 210 220 230 240 250 260













Los constructos análogos al HABP 34273 presentan elementos de estructura 
helicales, en los espectros tomados en TFE al 30% se define mejor esta tendencia 
a excepción del constructo 38991 correspondiente al SDDC simétrico.  Sin embargo 
se puede deducir que la tendencia estructural de la secuencia en particular se 




H (r) H (d) S (r) S(d) Turn Unrd 
CONTINLL 
34270 0,945 0,055 0,000 0,000 0,000 0,000 
38534 0,771 0,228 0,000 0,001 0,000 0,000 
38986 NO DESCONVOLUCIONA 
38990 NO DESCONVOLUCIONA 
39052 0,000 0,655 0,000 0,279 0,000 0,066 
39104 NO DESCONVOLUCIONA 
39106 0,979 0,021 0,000 0,000 0,000 0,000 
CDSSTR   
34270 0,411 0,256 0,019 0,107 0,082 0,120 
38534 0,448 0,278 0,040 0,083 0,049 0,100 
38986 NO DESCONVOLUCIONA 
38990 NO DESCONVOLUCIONA 
39052 NO DESCONVOLUCIONA 
39104 NO DESCONVOLUCIONA 
39106 0,474 0,264 0,029 0,099 0,051 0,088 
SELCON3 
34270 0,613 0,236 0,000 0,000 0,052 0,156 
38534 0,673 0,259 -0,007 -0,004 0,044 0,175 
38986 NO DESCONVOLUCIONA 
38990 NO DESCONVOLUCIONA 
39052 NO DESCONVOLUCIONA 
39104 NO DESCONVOLUCIONA 
39106 0,643 0,256 0,003 0,004 0,066 0,187 
 




H(r)          H(d)      S(r)   S(d)    Trn  Unrd 
CONTINLL 
34273 0,631 0,369 0,000 0,000 0,000 0,000 
38538 0,530 0,453 0,000 0,017 0,000 0,000 
38987 0,161 0,308 0,102 0,000 0,163 0,266 
38991 0,000 0,027 0,681 0,074 0,218 0,000 
39103 NO DESCONVOLUCIONA 
39105 0,934 0,066 0,000 0,000 0,000 0,000 
39107 NO DESCONVOLUCIONA 
SELCON3 
34273 0,527 0,228 0,016 0,026 0,113 0,226 
38538 0,597 0,236 -0,003 -0,002 0,054 0,153 
38987 0,075 0,142 0,173 0,068 0,193 0,361 
38991 0,356 0,177 0,053 0,038 0,140 0,230 
39103 NO DESCONVOLUCIONA 
39105 0,684 0,267 -0,001 -0,001 0,032 0,163 
39107 NO DESCONVOLUCIONA 
CDSSTR 
34273 0,343 0,264 0,044 0,122 0,085 0,150 
38538 0,428 0,290 0,029 0,084 0,075 0,095 
38987 0,333 0,258 0,045 0,109 0,118 0,134 
38991 0,361 0,236 0,099 0,110 0,095 0,092 
39103 NO DESCONVOLUCIONA 
39105 0,495 0,259 0,027 0,086 0,051 0,086 
39107 NO DESCONVOLUCIONA 
 
Tabla 4-11  Desconvolución análogos HABP 34273. 
 
En las Tablas 4-10 y 4-11, se presentan los resultados de deconvolución realizados 





sintetizados análogos a dos HABPs modificados de la proteína PfASP tienen 
elementos de estructura tipo α-hélice. 
 
4.4  Conclusiones 
 
Los polímeros modificados de HABPs de PfASP mostraron tener capacidad 
antigénica diferencial luego de haber sido administrados en un esquema de seis 
inmunizaciones, además no fueron tóxicos ni hemolíticos lo que los hace inocuos y 
seguros. 
 
Estos polímeros derivados de HABPs de PfASP evidenciaron propiedades 
inmunogénicas al inducir una respuesta inmune capaz de controlar el efecto de la 
infección experimental in vivo en los animales vacunados y desafiados con dosis 
letales de P. yoelii y P. berghei.  Los análogos de los HABPs 34270 y 34273 
mostraron ser excelentes candidatos para los diseños de macromoléculas 
tetraméricas. 
  
La síntesis de constructos novedosos que en este trabajo se han denominado 
Constructos de Dobles Dímeros Simétricos (SDDCs), mantuvo un perfil sintético 
comparable al convencional, sin embargo el efecto de incorporar el residuo de la -
alanina para hacer equiparable la geometría y la reactividad del núcleo formador 
dendrimérico evidenció resultados alentadores. 
 
Este trabajo planteo y desarrollo una estrategia sintética para construcción de 
multicopias de interés denominada Constructos Lineales por Condensación – LCCs, 
la cual se constituye en una segunda probable nueva alternativa para la síntesis de 
moléculas con múltiples copias de una secuencia de interés, la cual se puede 
definir fisicoquímicamente como una única especie. 
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5.  Actividad antigénica e inmunogénica de 
constructos análogos a HABPs de PfASP 
 
5.1  Marco teórico 
 
5.1.1  La respuesta inmune adaptativa y la presentación 
antigénica 
 
El sistema inmune adaptativo de los vertebrados evolucionó con el propósito de 
discernir los mecanismos de inmunidad innata propios de los invertebrados basados 
en respuestas frente a patógenos y moléculas foráneas mediadas por precursores 
celulares y principalmente por compuestos de origen peptídico de bajo peso molecular.  
Los mecanismos de presentación antigénica vías clase I y II divergieron hace 460- a 
520 millones de años en escualos y manta rayas de moléculas precursoras 
originalmente expresadas como moléculas primordiales en lampreas y algunos peces 
y más recientemente estas moléculas del Complejo Principal de Histocompatibilidad 
MHC (por Major Histocompatibility Complex) pasaron a formar parte de los genomas 
de otras especies como aves y mamíferos hace aproximadamente 410 millones de 
años. En el humano el MCH conforma una región denominada HLA (por Human 
Leukocyte Antigens) ubicada en el brazo corto de cromosoma seis y una región 
equivalente en el cromosoma 17 del ratón denominada H2. En estas regiones del 
MHC se encuentra codificada la expresión de una gran cantidad de genes que 
participan activamente en la presentación de antígenos de origen endógeno, exógeno 
y también por otras moléculas de origen glico y lipo proteico propias de algunos 
patógenos como el Mycobacterium tuberculosis. Dentro de este grupo de genes en la 
región del HLA se encuentran además de los genes implicados en vías de 
presentación de clases I y II, los denominados de clase III que incluyen a algunas 
citoquinas, factores del complemento y la proteína de choque térmico HSP-70 entre 
otras. 
 
Las vías de presentación antigénica en consecuencia promoverán una respuesta de 
tipo celular mediada por linfocitos T CD8+ cunado los antígenos procesados tienen un 
origen endógeno como es el caso de los virus y en algunas ocasiones auto antígenos 
esto en clase I y estará mediada por linfocitos T CD4+ y linfocitos B cuando la 
presentación de un antígeno exógeno, es el caso de bacterias, parásitos, protozoos y 
otros, se lleva a cabo por vías de clase II a este último caso se le conoce como 






Por otra parte las inmunoglobulinas Ig o anticuerpos, moléculas bivalentes producidas 
por linfocitos B maduros y plasmocitos, como respuesta inmune adaptativa efectora, 
son moléculas constituidas por dos cadenas polipeptídicas denominadas cadenas 
pesadas H (por heavy chains) codificadas en el cromosoma 14 y cuyo peso molecular 
como producto expresado es cercano a 50 kDa y dos cadenas livianas denominadas  
(kappa) y  (lambda) codificadas en los cromosomas 2 y 22 respectivamente con 
pesos moleculares relativos de 25 kDa cada una. En el ratón estos grupos de genes 
se encuentran codificados en los cromosomas 12 para las cadenas pesadas y 6 y 16 
para las cadenas livianas o ligeras respectivamente.  
 
Para que la respuesta inmune efectora sea mediada por anticuerpos se requiere que 
el individuo sea inmunizado activamente con dosis del antígeno suficientes para 
estimular la secreción de anticuerpos de isotipo maduro IgG de subclases implicadas 
en diferentes procesos fisiológicos como son la neutralización antigénica y en otros 
casos mecanismos mediados por Opsonización para la destrucción de patógenos. Así 
el número de dosis del antígeno y la vía de administración en un sistema vacunal 
formulado en adyuvantes adecuados son factores relevantes en el proceso 




















Figura 5-1  Presentación antigénica.  El proceso de presentación de antígenos al sistema 
inmunitario tiene dos grandes vertientes dependiendo el origen del antígeno. Clase I si se trata de 






5.1.2  Respuesta inmune en Malaria 
 
La complejidad de la respuesta inmune a malaria sigue siendo un tema de estudio a 
partir de la certeza que no hay una única respuesta antígeno-especifica debido a las 
múltiples etapas en el ciclo de vida del Plasmodium, las cuales pueden contribuir a la 
inmunidad contra la infección; haciendo que el reconocimiento de respuestas 
protectoras no sea una tarea fácil. 
 
Tras repetidas exposiciones a la malaria se desarrolla una inmunidad efectiva que 
puede controlar la parasitemia y así evitar complicaciones graves y potencialmente 
mortales [1], la inmunidad también puede ser inducida por infecciones experimentales 
repetidas en animales.  Una inmunidad efectiva parece depender tanto de una 
respuesta de tipo humoral como celular, aunque aún la importancia de cada una no 
está establecida claramente.  La inmunidad adquirida parece estar 
predominantemente dirigida en el estadio sanguíneo, no obstante antígenos 
expresados en el estadio de esporozoito también parecen ser importantes [2].  En 
estudios de pacientes con malaria severa que recibieron transferencia de anticuerpos 
de individuos adultos inmunes a malaria, se evidencio la importancia de los 
anticuerpos para mediar la inmunidad humoral en la infección; estos anticuerpos se 
centran principalmente en antígenos de superficie del merozoito y aquellos que actúan 
como ligandos en el momento de la invasión a los eritrocitos [3]. 
 
Estudios realizados en zonas endémicas de malaria han buscado correlacionar la 
respuesta inmune de anticuerpos con la protección, estos han evaluado la asociación 
entre la respuesta de anticuerpos y protección; sin embargo estos estudios se han 
restringido un número limitado de antígenos y en la mayoría de los casos no han 
considerado la respuesta de múltiples antígenos que están involucrados en la 
respuesta de anticuerpos. 
 
Aunque en menor proporción, se han estudiado los efectos de la combinación de la 
respuesta celular y la respuesta humoral; es así como en anticuerpos de MSP1 fueron 
débilmente asociados con protección; en tanto la asociación de la producción de 
interferón gamma por parte de las células T y respuestas de inmunoglobulina G (IgG) 
a MSP1 posiblemente reducen el riesgo de una re-infección y así se soporta que tanto 
la respuesta de tipo celular como la humoral son esenciales para una protección eficaz 
contra la malaria [4]. 
 
En cuanto a la inmunidad mediada por células el conocimiento sigue siendo débil, sin 
embargo se sabe que células T CD4+ son esenciales en la respuesta de anticuerpos 
específicos contra Plasmodium [5].  Varias investigaciones sobre las interacciones 
entre el ciclo pre-eritrocítico y las células huésped han demostrado que células de 
memoria del tipo CD8+ tienen un papel importante en la protección contra la re-
infección y que además es dependiente de células T CD4+ ayudadoras.  La inmunidad 
protectiva en el estadio sanguíneo requiere de altos títulos de anticuerpos 
neutralizantes y células T CD4+ para un rápido y efectivo control de la parasitemia y 







5.5.3  Vacunas contra la malaria, basadas en el diseño racional 
de inmunógenos 
 
Para la malaria, enfermedad milenaria que en la actualidad afecta a más del 40% de la 
población mundial, no existen maneras o estrategias completamente eficaces para 
impedir su transmisión ni el efecto patológico del agente causal de la misma el 
Plasmodium en el humano. Pese a las medidas de salud pública propuestas por la 
OMS (organización Mundial de la Salud), el precario financiamiento de campañas de 
prevención eficaces para esta enfermedad en cuanto al impacto social y económico de 
educar a los sectores más expuestos y vulnerables a la misma y la resistencia 
molecular desarrollada por el patógeno y su vector de transmisión frente a los agentes 
químicos empleados para su control, ha ocasionado que el mundo retome sus 
esfuerzos en la consecución de vacunas altamente eficaces contra la malaria. 
 
Históricamente se ha recorrido un amplio tramo en la búsqueda de soluciones 
inmunoprofilácticas basadas en inmunización de individuos con esporozoitos 
irradiados (estadios sexuales del patógeno), otros intentos se han basado en el uso de 
proteínas expresadas a partir de ADN recombinante diseñadas a partir de diferentes 
antígenos de superficie del Plasmodium, así como el uso de vacunas hechas 
directamente con sondas de material genético de este parasito ADN, entre otros tipos 
de vacuna las cuales tienen en común el pobre registro de que ninguna de estas 
estrategias ha arrojado los resultados de eficacia protectiva esperados ni tampoco el 
control del patógeno y los perfiles de infección mundial de esta enfermedad. Sin 
embargo y pese a los resultados poco alentadores arrojados en diversos estudios con 
alrededor de 150 diferentes candidatos a vacuna contra la malaria, la vacuna 
denominada RTS,S/AS01 cuya eficacia protectiva se mantiene por debajo del 29% 
sigue siendo considerada de importancia en esta búsqueda por parte de la OMS. 
 
Es así como los resultados de 3 ensayos de fase preliminar publicado en noviembre 
de 2012, no cambian la fecha de una posible recomendación de políticas de la OMS 
para RTS,S/AS01 en 2015, que como se menciona en el reporte anual de la malaria 
publicado por esta entidad, se basarán en los resultados completos de los ensayos de 
Fase 3 que se completarán a finales de 2014. Según esto, el Grupo de Expertos 
Técnicos en vacunas contra la malaria de la OMS, elaborará las recomendaciones de 
políticas propuestas para su revisión por parte del Grupo Asesor Estratégico de 
Expertos en Inmunización y el MPAC en 2015. 
 
La OMS reconoce que otros candidatos a vacuna científicamente prometedores se 
están estudiando en la actualidad, pero el desarrollo de formulaciones adecuadas se 
proyecta en por lo menos 5 a 10 años luego de culminada la experiencia con la RTS, 
S/AOS1.  El objetivo estratégico planteado por la OMS, tal como se definió en el año 
2006, está siendo revisado mediante en un proceso de consultas epidemiológicas a 
nivel global basadas en los análisis que incluirán tanto los índices de incidencia en la 
morbilidad y el impacto contra la transmisión de la malaria causada por P. vivax la cual 
se espera poder ser incluida por primera vez en la hoja de ruta hacia una vacuna 






La estrategia abordada en la FIDIC desde hace aproximadamente dos décadas, 
posterior al desarrollo de la primera vacuna sintética denominada SPf66, implica la 
selección de antígenos conservados provenientes de diferentes estadios del 
Plasmodium y su modificación estratégica para ser posteriormente empleados en 
sistemas vacunales conformados por múltiples inmunógenos sintéticos 
adecuadamente formulados. Sin embrago existe la barrera fisicoquímica de poder 
presentar al sistema inmunitario, sistemas antigénicos polipeptídicos modificados 
estratégicamente de alto peso molecular que sean totalmente definidos desde el punto 
de vista fisicoquímico. Para ello se han venidos desarrollando diferentes estrategias 
sintéticas que permitan producir este tipo de dendrímeros en forma de MAPs, Dobles 
Dímeros Asimétricos y polímeros no controlados vía Cisteínas. Sin embrago ninguna 
de estas estrategias ha probado ser totalmente versátil en este propósito. Por esta 
razón es importante seguir ahondando en nuevos sistemas de plataformas 
moleculares que sean apropiadamente degradados y presentados al sistema 
inmunitario y así contribuir al desarrollo de nuevos candidatos a una vacuna altamente 
eficaz contra la malaria. 
 
5.2  Metodología 
5.2.1  Determinación de la actividad hemolítica de constructos 
análogos a HABPs de PfASP 
 
Con el fin de evaluar posibles efectos adversos sobre células eucariotas y de tejido 
sanguíneo se realizaron ensayos de actividad hemolítica de cada uno de los 
constructos sintéticos frente a eritrocitos humanos O+ o sangre de cordero.  
 
Para ello se tomó sangre de cordero y se centrifugo en un tubo Falcon® a 2500 rpm 
por 10 min, se retiró el sobrenadante y se completó el volumen inicial con solución 
fisiológica.  Se realizaron lavados a los glóbulos rojos con solución fisiológica hasta 
obtener un sobrenadante translucido y transparente. 
 
A continuación se suspendieron los glóbulos rojos al 4% v/v en solución fisiológica y se 
dispensaron en cajas de 96 pozos en el siguiente orden: en todos los pozos desde la 
columna 3 hasta la columna 12 de la caja 100µL de solución fisiológica en cada pozo, 
por duplicado se sirvieron 100µL de cada uno de los controles en la columna 1 de la 
caja, en la columna 2 de la caja se sirvieron por duplicado 200µL de cada constructo a 
analizar.  Se realizaron diluciones seriadas de 100µL de cada muestra y se 
adicionaron en todos los pozos 100µL de glóbulos rojos al 4% resuspendidos en 
solución fisiológica. 
 
Se incubo cada caja a 37°C por 1 hora, a continuación se centrifugaron a 10000 rpm 
por 10 minutos, se retiraron los sobrenadantes cuidadosamente de las cajas y del 
sobrenadante obtenido se tomaron 100 µL y se transfirieron a una nueva caja de 96 
pozos de fondo plano.  Se leyó la absorbancia en un microlector de múltiples filtros UV 






Como controles de 100 % de hemolisis se utilizaron Tritón X – 114 (dilución 1/100) y el 
péptido 2072 de Melitina [7-8] que tiene actividad hemolítica y como control de 0% de 
hemolisis solución fisiológica y PBS.  
 
5.2.2  Determinación de la actividad citotóxica de constructos 
análogos a HABPs de PfASP 
 
De igual manera como en el caso anteriormente descrito se evaluó la posible actividad 
citotóxica de cada uno de los constructos sintéticos mediante ensayos de actividad 
tóxica frente a la línea celular de adenocarcinoma humano HT29. 
 
Par lo cual se cultivaron células adherentes HT29 de adenocarcinoma humano en 
cajas de cultivo en medio RPMI-1640 suplementado con suero fetal bovino al 10% 
hasta obtener un alto volumen y cantidad que alcanzaron el 96 - 98% de confluencia.  
Posteriormente se desprendieron las células del fondo de las cajas de cultivo con una 
solución tripsina al 0.6% EDTA 0,5 M y se realizó el recuento celular en una cámara de 
Neubauer. 
 
Seguidamente se dispensaron 5 x 104 células/pozo en cajas de 96 pozos en medio 
RPMI – 10% SFB y se incubo por 24 horas a 37°C y 5% de CO2 para permitir la 
adherencia de las células, finalmente se retiró el sobrenadante.  A continuación se 
adicionaron en cada pozo 100 µL de medio RPMI – 10% SFB en las columnas 3 -12; 
no se dispenso nada en la columna 1 y 2.  En la columna 1 se colocaron 100 µL de 
cada uno de los controles.  Posteriormente se adicionaron las muestras de cada uno 
de los constructos en la columna 2 de la caja (200 µL) y se realizaron diluciones 
seriadas de 100 µL de cada uno de ellos, a continuación se incubo por 24 horas más a 
37°C y 5% de CO2 para permitir la interacción muestra – células. 
 
Después de este periodo se descartó el sobrenadante, se coloco en cada pozo 100 µL 
de medio mínimo y se adicionaron 50 µL de MTT (1mg/mL) en solución Buffer (PBS 
pH 7,2 – 7,4), luego se incubo por 4 horas a 37°C para permitir la formación de 
cristales de formazán, se eliminó el sobrenadante y se adicionaron 100 µL de 
isopropanol.  Se dejó la caja a temperatura ambiente, aislada de la luz y en constante 
agitación hasta que los cristales de formazán se disolvieron y se determino la DO a 




Control negativo: PBS pH 7,2 - 7,4. 
Control positivo: saponina (0.5%), tritón X-114(0.5%), péptido 2072 de Melitina. 






5.2.3  Ensayos de actividad funcional de constructos análogos 
a HABPs de PfASP por desafío experimental de los ratones 
inmunizados con cepas de Plasmodium de roedores 
 
Con el propósito de conocer el poder antigénico y el potencial inmunogénico de cada 
constructo sintético análogo de los HABPS de la proteína PfASP se seleccionó el 
modelo animal murino clásico para este tipo de experimentos susceptible a la infección 
por P. yoelii y P. berghei, para ser inoculados en un esquema diseñado y 
estandarizado con base en estudios previamente realizados en la FIDIC. 
 
Para este estudio se utilizaron grupos de cuatro ratones hembras de la cepa BALB/c 
de 5 a 7 semanas de edad, por cada uno de los constructos a evaluar (12 grupos en 
total), se incluyó un grupo administrado con una secuencia no relacionada proveniente 
de la proteína L2 del virus del papiloma humano (VPH) y un grupo administrado con 
solución salina o placebo.  Este modelo experimental murino es empleado 
rutinariamente en diversos estudios para valoración antigénica de moléculas por lo 
cual fue escogido para este estudio.  Cada constructo se formuló en el sistema 
adyuvante recomendado y se inoculó por vía intraperitoneal (i.p) para la primera 
inmunización se formuló en adyuvante completo de Freund y en adyuvante Incompleto 
de Freund para todos los refuerzos realizados en un esquema de cuatro 
inmunizaciones en los días 1, 20, 30 y 45 con toma de muestras de sangre (sangrías) 



















Figura 5-2  Esquema de inmunización del modelo animal murino.  El proceso de 
inmunización (vacunación) se realizó para catorce grupos de animales, de cuatro individuos cada uno con 






Dosis 1: Adyuvante Completo de Freund
Dosis 2-4:  Adyuvante Incompleto de Freund
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Figura 5-3  Esquema completo de vacunación y evaluación funcional de los 
constructos análogos a los HABPs derivados de PfASP.  El proceso de inmunización 
(vacunación) se realizó para catorce grupos de animales, de cuatro individuos cada uno, con los 
diferentes constructos, péptido control y placebo.  Para el proceso de infección cada grupo de estudio de 
dividió en dos y se sometió a desafío o reto experimental con 5 x 10
4
 GR parasitados con P. yoelii a la 
mitad de individuos y P. berghei la otra mitad. 
 
En el día 60 posterior a la primera inoculación, cada grupo de estudio se dividió en 
dos, a la mitad de los individuos (dos ratones para cada grupo de estudio) se les 
realizo el desafío experimental con dosis letales (5 x 104 glóbulos rojos infectados) de 
la cepa de malaria murina P. yoelii 17XL y a los otros dos individuos con la cepa de 
malaria murina P. berghei ANKA.  La infección se realizo vía intravenosa y vía 
intraperitoneal simultáneamente con una dosis letal de 5 x104 glóbulos rojos murinos 
parasitados suspendidos en solución salina (GRP)/µL con la cepa respectiva; esta 
dosis se estandarizó mediante múltiples ensayos dosis-respuesta realizados en el GF 
Biocatálisis de la FIDIC para diferentes propósitos de investigación.  Posterior al cuarto 
día de infección experimental se inició la evaluación diaria de los porcentajes de 
parasitemia por 30 días para los grupos infectados con P. yoelii y los grupos infectados 
P. berghei, lo cual permitió evaluar el efecto funcional inmunológico del constructo 
empleado como inmunógeno. 
 
Como se mencionó anteriormente, en este diseño experimental se utilizaron dos 
grupos control (cada uno conformado por cuatro ratones), uno de estos fue inoculado 
con solución salina (grupo placebo) y el otro grupo fue inoculado con un péptido no 
relacionado con Plasmodium perteneciente a una proteína del virus de papiloma 







5.2.4  Evaluación de antigenicidad de constructos sintéticos 
análogos a HABPs derivados de PfASP y su determinación por 
ensayos de ELISA (Enzyme Linked Immunosorbent Assay) 
 
Para realizar el procedimiento de evaluación de antigenicidad por ELISA, se preparó 
una solución madre de cada uno de los constructos a una concentración final de 
1mg/mL y se diluyo a una concentración final de 10ug/mL en 10 mL de PBS (Buffer 
Fosfato Salino) pH. 7.2 – 7.4, se sirvieron 100 µL por pozo en cajas de 96 pozos 
(Nunc, Sigma Aldrich.  St. Louis, U.S.A) de tal manera que la concentración final del 
constructo por pozo fuera de 10µg/mL.  Se incubó por 1 hora a 37° C y se dejó toda la 
noche refrigeración a 4°C. 
 
La caja sensibilizada se incubó con el constructo a 37° C por 1 hora y a continuación 
se lavó cinco veces con ayuda del aspersor con solución de lavado (PBS - Tween 20 
al 0.5%), se realizó un último lavado con agua destilada. 
 
Las placas fueron tratadas para o bloquear o evitar posibles interacciones 
inespecíficas por adición de 200µL por pozo con la solución de bloqueo (PBS Tween 
20 – 0.5% - leche 5%) y se incubaron por una hora a 37°C por una hora, luego se 
realizaron lavados cinco veces con solución de PBS-Tween 20 al 0,5 % y un último 
lavado con agua destilada 
 
A continuación se sirvieron los sueros de los ratones en dilución 1:200 en cantidades 
de 100 µL por pozo preparadas y se incubó a 37°C por 1 hora, se lavó cinco veces con 
solución de lavado PBS-Tween 20 al 0.5% y un último lavado con agua destilada.  
Luego, se adicionó a cada pozo 100 µL del conjugado IgG Anti- IgG (H+L) de Ratón 
acoplado a Peroxidasa (Vector Laboratories, Burlingam, U.S.A.) en la dilución 
estandarizada (1:5000) en solución de bloqueo, se incubó por 1 hora a 37°C y se 
realizaron 5 lavados como se describió anteriormente. 
 
Par revelar la unión especifica de los complejos específicos antígeno- anticuerpo, se 
sirvieron 100 µL por pozo de solución de revelado (TMB Microwell Peroxidase 
Substrate, KPL, Inc. Gaithersburg, U.S.A) y luego de la aparición de color azul intenso 
por reacción espontánea de hidrolisis de peróxido de hidrógeno y transferencia de los 
electrones producidos a la molécula cromógena de tetrametilbencidina, responsable 
del color, se leyó a 620 nm en el microlector para placas de ELISA después de 5 a 15 
minutos.  Cuando la reacción se detiene; luego de un tiempo dado, por adición de 50 
L de H3PO4 1M por pozo, el color se torna amarillo de intensidad proporcional a la 
cantidad de complejo revelado, entonces la lectura se realiza a 450 nm. Se consideró 
un valor positivo de la prueba cuando la lectura de la absorbancia fue superior a 0.100 
UA, valor calculado tomando el resultado del promedio de la densidad óptica 
producida por los sueros pre-inmunes de los individuos de experimentación analizados 






5.2.5  Determinación del perfil de respuesta inmune Th1/Th2 de 
los ratones vacunados con los constructos de PfASP por 
Citometria de flujo 
 
Una vez concluido el experimento del ensayo funcional de control de parasitemia de 
los animales vacunados con los diferentes constructos así como los grupos control 
estos fueron sacrificados y esplenectomizados con el objeto de evaluar el perfil 
individual de citoquinas en los linfocitos B presentes en los esplenocitos los cuales se 
criopreservaron a -80oC hasta su uso. 
 
Para este propósito la mezcla celular esplenocitos-LB se descongeló y se mantuvieron 
bajo condiciones de cultivo en cajas para cultivo celular provistas de dosis del péptido 
o constructo inductor a una concentración final de 15 g/mL en medio RPMI- 20% SFB 
durante cinco a siete días previo al ensayo por Citometria de Flujo. Transcurrido este 
lapso se cosecharon las células estimuladas mediante centrifugación a 1000 rpm por 5 
minutos y los sobrenadantes obtenidos se sometieron al análisis de detección de 
citoquinas IL-2, IL-4, IL-5 e INF-. 
 
Para esto se tomaron 10 µL de la mezcla que contiene las perlas de captura para cada 
una de las citoquinas a evaluar (citoquinas descritas en el kit) se mezclaron con 10 µL 
del reactivo de detección de ficoeritrina (PE) y 50µL de los sobrenadantes de cultivo.  
Simultáneamente, se corrieron estándares de calibración para cada una de las 




















Figura 5-4  Perfil de citoquinas asociado con la activación de respuesta inmune 
Th1 y Th2.  El ensayo de determinación de citoquinas de los ratones de los diferentes grupos 
administrados tanto de los grupos control como de los analitos fue analizado por Citometria de flujo. 





Las mezclas se incubaron a temperatura ambiente durante 2 h protegidas de la luz y 
finalizado este periodo, las muestras se lavaron para remover el anticuerpo de 
detección PE no unido y la lectura de las muestras se realizó utilizando el citómetro de 
flujo FacsCanto II (BD, Biosciences – San Diego, CA, USA) y el software de 
adquisición FACSDiva de BD (B.D  Biosciences – San Diego, CA, USA). El análisis de 
los resultados fue realizado utilizando el software FCAP Array TM(Soft Flow). 
 
5.2.6  Reactividad de anticuerpos por Inmunofluorescencia 
Indirecta (IFI) 
 
Parásitos de la Cepa FCB2, de cultivo continuo en estadio de esquizontes maduros, 
con una parasitemia entre el 5 – 7%, fueron lavados y resuspendidos en PBS a un 
hematocrito final del 1%. De esta suspensión se sirvieron 20µL por pozo en láminas de 
8 pozos, se dejaron sedimentar por 20 minutos y se recogió el sobrenadante con 
pipeta Pasteur y se dejaron secar las láminas a temperatura ambiente. 
 
En cada lámina se sirvieron 30 µL por pozo de solución de bloqueo (PBS leche 
descremada al 1%) y se incubo por 10 minutos.  Se realizó un lavado rápido con PBS, 
y uno por 5 minutos con PBS en un recipiente para múltiples láminas; se dejó secar 
muy bien antes de procesar las muestras. 
 
En cada lámina se dispensaron 10 µL de los sueros de los ratones a partir de una 
dilución de 1:20 en PBS, en cada pozo por duplicado.  Las láminas se incubaron por 
30 minutos en cámara húmeda, a continuación se realizaron 5 lavados de PBS cada 
uno de 5 minutos en el recipiente para múltiples láminas y se dejaron secar las 
láminas. 
 
Se adicionaron 10µL de conjugado Anti-Ratón IgG (H+L) hecho en cabra, marcado 
con isotiocianato de fluoresceína (REF: Vector FI-1000) en una dilución 1:20 en PBS y 
Azul de Evans 1:100, como colorante de contraste; se incubo por 30 minutos en 
oscuridad y en cámara húmeda.  Se repitieron los lavados y el secado. 
 
Para la lectura en el microscopio de fluorescencia se colocó una gota de glicerol al 
50% en solución salina entre lámina y laminilla.  La ausencia total de fluorescencia 
indicaba un resultado negativo, de una cruz (+) equivalente aproximado a un 25% de 
reactividad en unidades de fluorescencia, a cuatro cruces (++++) equivalente 
aproximado a un 100% de reactividad en unidades de fluorescencia, dependiendo de 
la intensidad de fluorescencia indicaban un resultado positivo.  El título de una muestra 
fue la máxima dilución a la cual la fluorescencia sea de una cruz (+ o 25% de 
fluorescencia).  El código de cruces puede interpretarse de la siguiente manera: 4 
cruces representa el 100% de intensidad de fluorescencia, tres cruces el 75%, dos 









5.3  Resultados y discusión 
 
5.3.1  Actividad hemolítica y citotóxica de los constructos 























Tabla 5-1  Secuencias de los constructos sintéticos análogos a cada uno de los 
HABPs de PfASP. 
 
Los ensayos de actividad hemolítica y citotoxicidad de los constructos análogos a 
HABPs derivados de la proteína PfASP (Tabla 5-1) se realizaron para determinar la 
inocuidad de cada uno de las secuencias seleccionadas, teniendo en cuenta que los 
constructos diseñados y sintetizados más promisorios proceden a ser evaluados en 
estudios in vivo con el objeto de identificar su actividad antigénica e inmunogénica. 
 
El resultado de la actividad citotóxica de cada una de las doce moléculas análogas a 
HABPs de PfASP (Figura 5-4) muestra que estos constructos sintéticos no son 
citotóxicos a las concentraciones evaluadas desde 500 hasta 0,005 µg/mL en 
diluciones seriadas; la viabilidad celular se manifiesta por el color purpura desarrollado 
por el reactivo MTT al recibir la carga electrónica transmitida por las células viables 
HT29, un perfil contrario (incoloro) es indicativo de la actividad toxica del compuesto 
en prueba, en este ensayo se emplearon como controles positivos de actividad 
citotóxica Tween 20 al 0,5 %, saponina al 0,5 y el péptido antimicrobiano Melitina, 
conocido por su actividad hemolítica y tóxica empleado a la misma concentración de 















































Figura 5-5  Actividad citotóxicas de cada uno de los constructos análogos a 
HABPs de PfASP 
 
Igualmente la evaluación de la actividad hemolítica de cada uno de los constructos 
sintéticos (Figura 5-6) fue nula a todas y cada una de las concentraciones ensayadas 
(500 hasta 0,005 µg/mL) en diluciones seriadas como en el ensayo de actividad 
citotóxica; resultado equivalente a la no presencia de color en la placa del ensayo, 
contrastando con la coloración propia de la hemólisis de los glóbulos rojos observada 
en los pozos donde se observan los controles positivos de hemolisis Tritón X-114 y el 

















































































5.3.2  Actividad antigénica e inmunogénica de constructos de 
análogos de HABPs de la proteína PfASP 
 
Cada uno de los constructos sintetizados fue inoculado en grupos de estudio cada uno 
de dos individuos, tal y como se presenta en la Tabla 5-2, más los dos grupos control 
uno correspondiente al placebo (Grupo 14) y otro al péptido no relacionado en el cual 
los ratones fueron inoculados con el péptido 36936 no relacionado con Plasmodium y 
perteneciente a la proteína del virus de papiloma humano VPH L2 (Grupo 1). 
 
Los grupos 2 a 7 corresponden a constructos análogos a la secuencia modificada del 



















Tabla 5-2  Diseño experimental de actividad funcional.  Distribución de los 
grupos de estudio. 
 
Además en este estudio se incluyó el grupo número 14 conformado por cuatro 
animales de las mismas características administrados con solución salina (grupo 
placebo) bajo las mismas condiciones experimentales y retado o desafiado 
experimentalmente con las mismas dosis letales de las cepas de Plasmodium de 
roedores P. berghei y P. yoelii, tal como se observa en la Tabla 5-2. 
 
Algunos de los residuos que conforman los constructos se resaltan en negrilla y con un 
trasfondo coloreado, esto para representar los residuos que fueron blanco de la 
modificación por sustitución tal como se explicó anteriormente. 
 
Los animales se marcaron con los números correspondientes en las orejas de acuerdo 
con el código convencional para este tipo de experimentos mediante un sacabocados 
de acero inoxidable estéril bajo anestesia.  De la misma manera la toma de muestras 





































Figura 5-7  Perfil de antigenicidad de constructos análogos al HABP 34270 
modificado. 
 
La antigenicidad de cada uno de los constructos análogos al HABP 34270 (Figura 5-7) 
se evaluó en los sueros de los ratones, en las sangrías pre-inmune y posteriores a la 
tercera y cuarta inmunización.  En cada una de las gráficas se observa la amplia 
diferencia en la absorbancia a 450 nm (DO) entre los anticuerpos de los sueros 
muestras pre-inmunes y los pos-inmunización indicando que existe una producción 
efectiva de anticuerpos contra el constructo inoculado en cada uno de los casos, es 
importante resaltar que este comportamiento no se observó en tres de los cuatro 
individuos de cada uno de los grupos inoculado con los SDDCs que contenían motivos 
Catepsina dentro de la secuencia; como de estos dos grupos un individuo respondió 
positivamente en cuanto a la producción de anticuerpos contra el constructo inoculado 
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En el grupo inoculado con el constructo tetramérico lineal, los animales R25 y R28 
murieron antes de finalizar el estudio por lo que fueron excluidos de la Tabla 5-3, sin 
embargo los dos individuos restantes respondieron de manera positiva en cuanto a la 
producción de anticuerpos contra este constructo.  
 
Los resultados de los dos grupos control indican que no se presentó producción de 
































Figura 5-8 Antigenicidad de constructos análogos al HABP 34273 modificado. 
 
En la Figura 5-8 se presentan los resultados se antigenicidad de cada uno de los 
constructos sintéticos análogos al HABP modificado 34273; los cuales fueron medidos 
en los sueros de las sangrías pre-inmunes y pos-inmunizaciones tercera y cuarta.  El 
polímero no controlado 38538 no presentó diferencias en la producción de anticuerpos 
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Los demás grupos de estudio mostro que hay diferencias en la absorción a 450 nm 
(DO) entre los anticuerpos de los sueros muestras pre-inmunes y los pos-
inmunización, indicando que existe una producción efectiva de anticuerpos contra el 
constructo inoculado en cada uno de los casos.  En cada uno de los grupos esta 
diferencia no se presentó en todos los individuos, como es el caso del constructo 
correspondiente al ADDC 39107 donde dos de los ratones no presentan producción 
alta de anticuerpos contra este constructo.  Los resultados de los dos SDDC 38987 y 
38991, se presentó baja producción de anticuerpos contra el constructo inoculado en 
dos de los individuos inoculados para el primer constructo y en tres de los individuos 
para el segundo caso. 
 
En el grupo de estudio del péptido no relacionado y del grupo placebo no se evidenció 




























Figura 5-9  Perfiles de parasitemia grupos inoculados con constructos análogos 
modificados al HABP 34270.  Perfiles de infección de los ratones infectados con P. berghei y con 
P. yoelii.  G1 inoculados con el péptido no relacionado con Plasmodium, G2 polímero no controlado, G3 
SDDC (VLFV), G4  SDDC (FLAS), G5 ADDC, G6 polímero tetramérico, G7 CCL (Ahx), G14 Placebo. 
 
La Figura 5-9 muestra los perfiles de infección correspondiente a los individuos 
desafiados experimentalmente con P. berghei y P. yoelii. Se observa que los 












































entre el 25 y 60%.  Interesantemente los ratones del G2 inoculado con el polímero no 
controlado vía Cisteínas manejaron porcentajes de parasitemia por encima de los 
mostrados para el grupo control placebo a lo largo del estudio evidenciando su 
ineficacia funcional. Los otros 6 grupos incluyendo el grupo 14 del péptido no 
relacionado con Plasmodium en general manejan niveles de parasitemia por debajo 
del grupo placebo.  Los individuos del grupo 7 desafiados con P. berghei murieron 
antes de iniciar el seguimiento de la parasitemia. 
 
Los porcentajes de parasitemia de los individuos desafiados con P. yoelii, oscilaron 
entre un 20 y un 60% durante los 31 días de estudio posteriores al desafío 
experimental.  Reafirmando lo anteriormente discutido, los animales del grupo 2 que 
fueron inoculados con el polímero no controlado vía Cisteínas manejaron niveles de 
parasitemia superiores a los individuos de los demás grupos incluyendo el grupo 
placebo; en contraste los individuos inoculados con el CCL 39014 manejaron un perfil 


























Figura 5-10  Control neto de parasitemia grupos inoculados con constructos 
análogos modificados al HABP 34270.  Ratones infectados con P. berghei y con P. yoelii.  G1 
inoculados con el péptido no relacionado con Plasmodium, G2 polímero no controlado, G3 SDDC (VLFV), 
G4  SDDC (FLAS), G5 ADDC, G6 polímero tetramérico, G7 CCL (Ahx), G14 Placebo. 
 
Las curvas de control de parasitemia neta Figura 5-10 muestran que los individuos del 
G2 inoculados con el polímero no controlado y desafiados experimentalmente con P. 





el grupo control placebo mostrando el bajo efecto protectivo de esta molécula 
polimérica.  Los individuos de los otros grupos presentaron un mejor control de la 
infección, el cual no supero el 30%.  Se destaca el control de la infección en el G3 y 
G4 donde los individuos inoculados con constructos de tipo SDDC, en cada caso; 
fueron quienes mejor controlaron la infección mostrando en este caso un efecto de 
protección mayor en comparación a los demás constructos sintéticos. 
 
En los individuos desafiados experimentalmente con P. yoelii se observó que el 
polímero no controlado con el cual se inocularon los individuos del grupo 2 presenta un 
control neto de parasitemia superior al del grupo placebo confirmando el pobre poder 
protectivo de esta molécula polimérica.  Los individuos del G3 inoculados con el SDDC 
38986 mostraron control a la infección generada por el desafío experimental, un 
comportamiento similar se observa en el G7 inoculado con el CCL 39104, mostrando 
que estas moléculas tienen una actividad protectiva superior a las demás moléculas 

























Figura 5-11  Perfiles de infección grupos inoculados con constructos análogos 
modificados al HABP 34273.  Ratones infectados con P. berghei e infectados con P. yoelii.  G1 
inoculados con el péptido no relacionado con Plasmodium, G8 polímero no controlado, G9 SDDC (VLFV), 
G10  SDDC (FLAS), G11 ADDC, G12 CCL (Cat), G13 CCL (Ahx), G14 Placebo. 
 
Los perfiles de infección de los grupos de estudio inoculados con constructos 
sintéticos análogos modificados del HAPB 34273 se presentan en la Figura 5-11.  Los 
individuos desafiados experimentalmente con P. berghei manejaron perfiles de 











































grupo se resalta el efecto del constructo sintético correspondiente al SDDC 38987 
donde los individuos inoculados con esta molécula presentaron los valores más bajos 
de parasitemia durante los días del estudio, indicando que estos individuos manejaron 
mejor el proceso de infección posterior al desafío experimental.  Los individuos del G8 
desafiados con P. berghei murieron 14 días después del reto experimental. 
 
Los individuos desafiados experimentalmente con P. yoelii manejaron porcentajes de 
parasitemia entre un 20 y 60%, incluyendo los grupos control G1 y G14.  Los 
individuos inoculados con el SDDC 38987 después del día 11 del desafío manejaron 
niveles de parasitemia más bajos en referencia los otros grupos, mostrando 






























Figura 5-12  Control neto de parasitemia grupos inoculados con constructos 
análogos modificados al HABP 34273.  Ratones infectados con P. berghei e infectados con P. 
yoelii.  G1 inoculados con el péptido no relacionado con Plasmodium, G8 polímero no controlado, G9 
SDDC (VLFV), G10  SDDC (FLAS), G11 ADDC, G12 CCL (Cat), G13 CCL (Ahx), G14 Placebo. 
 
Los perfiles de control neto de la parasitemia de los individuos inoculados con los 
constructos sintéticos de análogos modificados del HABP 34273 se presentan en la 



































































un control de parasitemia que no supero el 30% incluyendo los dos grupos control G1 
y G14.  De este grupo se resalta el control sobre la infección registrado por el grupo 9, 
el cual fue inoculado con el SDDC 38987, este control es más evidente a partir del día 
22 posterior al desafío experimental; este comportamiento indica que los individuos 
inoculados con este constructo controlaron mucho mejor el proceso de infección en 
comparación con los demás individuos del grupo de estudio indicando que esta 
molécula tiene un poder protectivo frente a la infección. 
 
El grupo de individuos desafiados experimentalmente con P. yoelii los controles netos 
de parasitemia de los grupos control y experimentales en general no fue superior al 
30%.  Los individuos de los grupos 10 y 11 inoculados con el SDDC 38991 y ADDC 
39107; respectivamente; mostraron un control de la infección a lo largo del estudio, el 
cual se refleja en un control neto de parasitemia por debajo del 20%.  En este grupo 
experimental se destacan nuevamente los individuos del G9 inoculados con el SDDC 
38987 quienes evidencian un control de la infección durante los días del estudio, 
corroborando el poder protectivo de este constructo. 
 
El comportamiento de los CCLs (G12 y G13) indica que transcurrido el tiempo 
posterior a la infección los individuos inoculados con estos constructos tienen un 
control de la infección, indicando que estas moléculas tienen un poder protectivo 
aunque no es menor al observado para el SDDC 38987, en este estudio. 
 
La Tabla 5-3 registra los resultados del perfil de citoquinas determinado en algunos de 
los grupos e individuos.  En este ensayo se midieron las citoquinas IL2, IL4, IL5 e 
INF, a fin de encontrar una aproximación al tipo de respuesta obtenida por la 
inoculación y posterior desafío experimental;  de tal manera que se pudiera evaluar el 
poder antigénico y protectivo de cada uno de los constructos sintetizados. 
 
Tal y como se registra, los resultados indican que los individuos inoculados con 
constructos análogos modificados al HABP 34270 respondieron tanto a perfiles de 
respuesta tanto Th1 como Th2.  Sin embargo se observa que en los G7 y G6 es mayor 
la respuesta de tipo Th2, contrario ocurre en el caso del G5 donde prevalece una 
respuesta de tipo Th1. 
 
En los grupos de individuos 9 y 10 inoculados con constructos análogos al HABP 
34273 modificado se encontró que hay respuestas de tipo Th1 y Th2, siendo mayor la 
Th1 para el G9 y en el G10 solo se encontraron resultados para respuesta del tipo 
Th1.  En los grupos 11 y 12 no hay registro de perfil de citoquinas para 4 de los ocho 
individuos que conformaban estos grupos de estudio. 
 
El grupo control placebo no presenta registro de citoquinas en tanto el grupo control 
del péptido no relacionado con Plasmodium presenta registro de citoquinas del tipo 
Th1 y Th2 indicando que en estos individuos se desencadenó una respuesta generada 













































Tabla 5-3  Perfil de Citoquinas para proliferación dependiente de Th1 o Th2. 
 
5.3.3  Reactividad de anticuerpos por Inmunofluorescencia 
Indirecta (IFI) 
 
Los inmunofluorescencia indirecta IFI Figura 5-13, realizada al suero de la sangría 
final del ratón 27 perteneciente al Grupo 7 del estudio, el cual fue inoculado con el 
CCL 39104 análogo al HABP 34270 indica un reconocimiento de los anticuerpos 
MFI [FINAL] MFI [FINAL] MFI [FINAL] MFI [FINAL]
2,79 0 6,99 0 6,77 0 5,92 0
4,09 17,63 10,97 23,31 8,78 17,45 11,86 17,61
6,7 43,29 15,25 47,27 11,98 47,05 19,91 45,96
13,2 87,36 18,11 61,57 14,96 72,88 29,23 79,86
23,36 136,76 47,26 172,3 26,88 162,63 49,03 152,78
82,54 329,87 92,06 298,5 51,33 312,58 88,77 302,92
190,1 634,32 256,13 681,24 109,4 608,32 165,98 617,27
354,45 1238,23 428,35 1097,95 242,62 1238,07 298,61 1252,58
541,47 2591,73 904,8 2885,03 499,29 2693,2 531,8 2761
654,25 4574,9 1143,44 4666,25 735,53 4721,76 735,53 4641,87
GRUPO RATON RESPUESTA INMUNOGENO
2,92 1,78 7,20 1,04 6,84 0,02 5,55 0
2,92 1,78 7,51 1,09 7,20 2,91 6,67 1,73
2,59 0 7,74 2,62 6,84 0,02 6,53 1,4
2,62 0 7,20 1,04 7,06 1,67 6,10 0,45
2,49 0 7,24 1,05 6,43 0 5,38 0
2,92 1,78 7,06 1,02 6,43 0 5,85 0
3,03 3,51 7,98 4,21 6,95 0,80 6,50 1,32
2,96 2,37 6,84 0 6,84 0,02 5,73 0
3,14 5,19 7,20 1,04 6,50 0 5,85 0
2,72 0 6,99 0 6,10 0 5,73 0
2,85 0,55 7,13 1,13 6,43 0 5,61 0
2,96 2,37 6,84 0 6,64 0 6,64 1,65
2,96 2,37 7,06 1,02 6,64 0 5,64 0
2,85 0,55 6,40 0 6,57 0 5,79 0
3,03 3,51 7,58 1,59 6,77 0 5,85 0
2,52 0 7,35 0,11 6,91 0,52 5,44 0
2,92 1,78 6,70 0 6,99 1,08 5,49 0
2,72 0 7,06 1,02 6,57 0 5,79 0
2,49 0 7,06 1,02 6,43 0 5,88 0
2,92 1,78 7,20 1,04 6,70 0 5,44 0
2,92 1,78 6,99 0 6,84 0,02 6,04 0,32
2,55 0 7,43 0,60 6,50 0 5,98 0,18
2,4 0 6,50 0 6,30 0 5,64 0
3,45 9,56 7,62 1,85 7,24 3,23 5,55 0
2,72 0 6,43 0 6,10 0 5,10 0
2,72 0 6,50 0 6,04 0 5,32 0
2,79 0 6,84 0 6,43 0 5,67 0
2,37 0 6,77 0 6,30 0 5,41 0
2,79 0 6,91 0 6,53 0 5,92 0
2,92 1,78 6,84 0 6,84 0,02 5,98 0,18
2,96 2,37 6,70 0 6,30 0 5,67 0
2,49 0 6,64 0 6,64 0 5,49 0
2,92 1,78 6,70 0 6,30 0 4,99 0
2,55 0 6,57 0 5,98 0 5,15 0
2,55 0 6,30 0 6,43 0 5,73 0
2,79 0 6,70 0 6,43 0 5,21 0
2,85 0,55 6,27 0 6,04 0 5,49 0
2,94 2,08 7,20 1,04 6,67 0 5,26 0
2,92 1,78 6,64 0 6,23 0 5,21 0
2,62 0 6,30 0 6,37 0 5,85 0
2,55 0 6,20 0 6,23 0 4,88 0
2,37 0 6,74 0 6,50 0 5,55 0
2,62 0 6,50 0 6,30 0 5,67 0
2,49 0 6,30 0 6,67 0 5,15 0
2,68 0 6,70 0 6,01 0 5,21 0
2,43 0 6,53 0 6,01 0 5,44 0
2,72 0 6,43 0 6,37 0 4,88 0
2,68 0 6,70 0 5,92 0 5,10 0
2,19 0 6,60 0 6,14 0 5,04 0
2,79 0 6,43 0 6,43 0 4,99 0
2,59 0 6,77 0 5,55 0 4,94 0
2,52 0 6,04 0 6,57 0 5,15 0
2,37 0 6,53 0 6,43 0 5,10 0
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presentes en el suero de las sangrías pos-inmunización frente a proteínas de 
Plasmodium falciparum de la cepa FCB2 en estadio de esquizontes maduros. 














Figura 5-13  Inmunofluorescencia indirecta (IFI).  Reactividad de anticuerpos de sueros pre-
inmunización y de anticuerpos de sueros obtenidos de la sangría final del ratón 27 frente a eritrocitos 
humanos infectados con el estadio de esquizonte maduro de Plasmodium falciparum FCB2. En A se 
observa la no reactividad de los anticuerpos presentes en el suero pre-inmune y en B la reactividad del 
suero del animal antes del desafío experimental en diluciones seriadas entre 1:20 hasta 1: 240. 
 
Como puede observarse en las dos fotografías, la reactividad de los anticuerpos frente 
a extendidos de glóbulos rojos humanos infectados con Plasmodium falciparum cepa 
FCB2 se hace evidente en el reconocimiento de esquizontes maduros (estadio asexual 
sanguíneo) que precede a la liberación de la carga de merozoitos.  Estas formas del 
parasito son reveladas por los anticuerpos del ratón No. 27 inmunizado con el 
constructo 30104, constructo lineal tetramérico caracterizado por el uso del espaciador 
de ácido aminohexanóico (Ahx) ubicado entre dos secuencias idénticas en cuyos 
extremos C- y N- se incluyó un residuo de Cisteína para lograr la posterior 
condensación de estas las dos moléculas diméricas mediante la formación de un 
puente disulfuro por oxidación de las cadenas laterales de los dos residuos de Cys y 
así lograr el tetrámero.  Los ratones números 21, 33, 38 y 49 inmunizados con las 
moléculas 39052 (constructo lineal dimérico, análogo del HABP 34270, enlazado por 
un enlace disulfuro que contiene motivos Catepsina), 38987 Doble Dímero Simétrico 
análogo del HABP 34273, contiene motivos Catepsina), 38991 (Doble Dímero 
Simétrico análogo del HABP 34273, contiene motivos Catepsina) y 39103 (constructo 
lineal análogo del HABP 34273, contiene motivos Catepsina) respectivamente fueron 
igualmente reactivos frente a estos estadios del parasito.  Es importante destacar que 
estos animales evidenciaron un control fuerte de la parasitemia luego del desafío 
experimental con cepas de malaria de roedores como se discutió anteriormente. 
 
Teniendo en cuenta los resultados obtenidos en cuanto a los perfiles de tipo antigénico 
y protectivo frente al desafío experimental, seleccionamos el constructo SDDC 38987 
para realizar mediante herramientas computacionales e informáticas de predicción 
estructural y modelización molecular y así generar la imagen de un modelo de la 






El modelo del tetrámero se construyó y modificó mediante las herramientas de 
Biopolymer del software InsightII. Las cuatro cadenas de los péptidos fueron 
direccionadas a la formación de una alpha hélice concordante con lo observado en los 
experimentos de dicroísmo circular. Sin embargo se realizó otro modelamiento con las 
cadenas extendidas de los péptidos. Para las simulaciones de dinámica molecular y 
minimización de energía se utilizó el software Discover 3 con la opción de 
Simple_Min_Dyn seguido de un set de minimizaciones simples (10 minimizaciones). 
Cada minimización involucra 10000 iteracciones hasta un derivative de 0.0001 y la 
dinámica molecular incluye el ajuste a una temperatura máxima de 500K con 10000 
pasos. La calidad del modelo final obtenido fue evaluada por la herramienta en 
Swwiss-model (http://swissmodel.expasy.org/). Las figuras fueron obtenidas del 
InsightII en formato .ps y luego se transformaron a formato de CorelDraw X5 Graphic.  
 
El modelo obtenido presenta los siguientes rasgos estructurales de acuerdo a la 
herramienta del InsightII (Secondary Render Molecule: Kabsch_Sander): 5 Hélices 
entre los residuos: 2-7, 2-23, 6-23, 7-19 y del 19 -23, 3 -turns (vueltas reversas) entre 
los residuos: 2-5, 3-6 y 20-23.  En la evaluación del modelo por Swissmodel los 
resultados del análisis del Procheck arrogaron un 85.4% de residuos en la mayoría de 
regiones permitidas o favorecidas y ningún residuo en regiones no permitidas, 
adicionalmente el valor de QMean Z-score -5.668 esto nos permite un modelo 























Figura 5-14  Modelización molecular de estructura tridimensional SDDC 38987.  
Las cuatro cadenas polipeptídicas (hélices- en colores azul, magenta, rojo y verde se unen la núcleo o 
core en negro. El tetrámero fue sometido a procesos de ajuste molecular por etapas de minimización de 
energía y dinámica molecular restringida. Esta estructura consenso tiene un índice de Ramachandran de 







5.4  Conclusiones 
 
Los constructos inoculados responden de manera diferencial en cuanto a su actividad 
antigénica e inmunogénica, sugiriendo que tanto la secuencia peptídica como los 
mecanismos de presentación antigénica juegan un papel crucial en su actividad 
biológica e inmunológica. Estas moléculas no son toxicas ni hemolíticas por lo que 
pueden considerarse seguras e inocuas. 
 
Los resultados obtenidos indican que el constructos tipo Doble Dímero Simétrico 
SDDC 38987 y 38991 fueron los que presentaron una más alta actividad frente al 
control de los niveles de parasitemia en los ratones infectados con dosis letales 
experimentales de malaria y evidenciaron un efecto protector contra la enfermedad por 
reactividad inmunológica frente un antígeno que se encuentra localizado en organelos 
apicales de estadios asexuales sanguíneos del parasito. 
 
Las evidencias encontradas en este este estudio aportan información relevante que 
soporta la idea de que se pueden diseñar y obtener los constructos macromoleculares 
sintéticos que conduzcan a la modulación de la actividad inmunogénica y protectiva 
contra la malaria en comparación con la presentación molecular de los mismos en 
sistemas moleculares de tipo polímero no controlado vía Cisteínas.  
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6.  Conclusiones generales y perspectivas 
 
6.1  Conclusiones 
 
La obtención de constructos macromoleculares de tipo Doble Dímero Simétrico y 
Constructos Lineales por Condensación definidos fisicoquímicamente, es factible 
mediante estrategias combinadas de síntesis en fases sólida y en solución teniendo en 
cuenta la dependencia de la secuencia respecto al rendimiento global del producto 
final. 
 
Los constructos obtenidos a partir de los HABPs de PfASP son inocuos debido a su no 
toxicidad, son seguros pues no inducen efectos adversos frente a eritrocitos y líneas 
celulares eucariotas, son antigenicos pues estimulan niveles importantes de 
anticuerpos séricos en los individuos inmunizados y son inmunogénicos puesto que 
inducen efectos inmunológicos asociados con protección o control de la infección por 
malaria.  
 
Los resultados obtenidos evidencian el papel funcional de PfASP como un posible 
blanco a ser tenido en cuenta en futuros estudios en la búsqueda de componentes a 
una vacuna contra la malaria.  
 
Teniendo en cuenta la semejanza estructural de un antígeno entre diferentes especies 
del Plasmodium, el empleo de modelos animales como ratones BALB/c, en este caso 
permitió evidenciar el potencial inmunoprofiláctico de diferentes constructos y 
candidatos a componentes de una vacuna contra la malaria por su evidente efecto 
inmunomodulador  Th1-Th2. 
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6.3  Perspectivas y aplicaciones futuras 
 
Aplicar las estrategias sintéticas desarrolladas en este trabajo para la obtención de 
plataformas de diferentes antígenos ya identificados y estudiados como parte del 
desarrollo de una nueva vacuna  sintética contra la malaria. 
 
La posibilidad de sintetizar constructos tetraméricos, abre un amplio camino hacia el 
desarrollo de nuevas aplicaciones diagnósticas, terapéuticas e inmunoprofilácticas no 
solo  para Plasmodium sino para otros patógenos de origen parasitario, bacteriano, 
fúngico e incluso viral.  
 









ANEXO 2. CROMATOGRAMAS Y ESPECTROS DE MASAS ANÁLOGOS DE HABPs DE Pf ASP 
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